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Cancer is one of the most challenging problems the modern medicine is facing today. 
An increasing incidence and a great variability of tumor cells are the main reasons those drive 
the research to develop better diagnostics and therapeutic protocols. Histone deacetylase 
inhibitors, a group of epigenetic chemotherapeutics, are able to improve the performance of 
currently used anticancer agents. Vaplroic acid that is commonly used as antiepileptic drug 
exhibits a remarkable anticancer activity by itself as well as it is capable of therapy potentiation 
based on other therapeutic agents. Its effect to inhibit growth of tumor cells and induce apoptotic 
cell death seems to be even greater under hypoxic conditions (<1% O2). 
This study is focused on effect of valproic acid on neuroblastoma cell lines in vitro under 
normoxic and hypoxic conditions. We observed significantly greater efficacy of valproic acid 
in hypoxia compared to normoxia. The mechanism of induction of apoptotic cell death is based 
on disruption of the balance between pro- and antiapoptoic proteins. Intrinsic apoptotic pathway 
is probably initiated by the action of 19 kDa variant of proapoptotic protein Bax on 
mitochondrial membrane. Moreover, we examined the efficiency of a combined treatment of 
neuroblastoma cells with valproic acid and DNA-targeting chemotherapeutics – cisplatin and 
ellipticine. Combination with cisplatin showed synergistic effect only under certain conditions 
depending on the cell line and experimental conditions. On the other hand, combination 
treatment with valproic acid and ellipticine was significantly more effective than treatment with 
each drug separately. The synergy mechanism is based on direct cytotoxic effect of valproic 
acid, changes in chromatin structure and accessibility of DNA to ellipticine and cisplatin and 
in case of ellipticine on changes in levels of cytochromes P450 responsible for its 
metabolization. The future perspective of valproic acid as an anticancer agent is further 





Nádorová onemocnění představují v dnešní společnosti jeden z nejzávažnějších 
problémů moderní medicíny. Jejich zvyšující se incidence a velká variabilita nádorových buněk 
jsou hlavními důvody pro zlepšování diagnostických a terapeutických postupů. Perspektivní 
skupinou látek zesilujících účinky konvenční chemoterapie jsou inhibitory histondeacetylas, 
které lze zařadit mezi epigenetická chemoterapeutika. Nejdéle používanou látkou z této skupiny 
je antiepileptikum kyselina valproová, která má navíc protinádorové účinky a podporuje 
působení řady chemoterapeutik. Významným se jeví zejména její účinek na růst a buněčnou 
smrt nádorových buněk za hypoxických podmínek (<1% O2). 
Tato práce je zaměřena na sledování účinků kyseliny valproové na neuroblastomové 
buněčné linie in vitro v normoxii a hypoxii. V hypoxii vykazovala významně vyšší účinek než 
v normoxii. Spouštěcím mechanismem apoptotické buněčné smrti je narušení rovnovážného 
stavu pro- a anti apoptotických proteinů. Vnitřní apoptotická dráha je pravděpodobně zahájena 
narušením mitochondriální membrány 19kDa variantou proapoptotického proteinu Bax. 
V dalších experimentech jsme testovali účinek kombinace kyseliny valproové a DNA-
poškozujících chemoterapeutik – cisplatiny a ellipticinu – na neuroblastomové buňky. 
Kombinace s cisplatinou vykazovala synergistický účinek pouze v některých případech 
v závislosti na typu buněčné linie a podmínkách experimentu. U ellipticinu byl účinek 
kombinace obou látek významně vyšší než účinek jednotlivých preparátů u všech testovaných 
linií. Mechanismus synergie je založen na přímém účinku kyseliny valproové na nádorové 
buňky a na ovlivnění chromatinové struktury a přístupnosti DNA pro cisplatinu a ellipticin. 
U ellipticinu je to také vliv na expresi cytochromů P450 podílejících se na jeho nitrobuněčné 
metabolisaci. Perspektivu kyseliny valproové pro kombinační protinádorovou terapii potvrzují 
i mnohé probíhající klinické studie a další výzkumné práce.  
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1. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
AIF   faktor indukující apoptosu 
An/PI   annexin/propidiumjodid 
Bcl -2  “B-cell lymphoma 2” protein 
CA9  karbonanhydrasa 9 
CDDP  cisplatina 
CDK  cyklin dependentní kinasa 
COX-1 cyklooxygenasa 1 
CYP  cytochrom P450 
elli  ellipticin 
eNOS  endotheliální NO synthasa 
FIH  faktor inhibující HIF 
HAF  faktory asociované s hypoxií 
HAT  histonacetyltransferasy 
HDAC  histondeacetylasy 
HDACi inhibitory histondeacetylas 
HIF  hypoxií indukovatelné faktory 
HRE  elementy odpovídající na hypoxii 
IAP   inhibitor apoptotických proteinů 
LPO  laktoperoxidasa 
MTT  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 difenyltetrazolium bromid 
NGF  nervový růstový faktor 
NK  nukleové kyseliny 
NSE  neuron specifická enolasa 
ODDD degradační doména závislá na kyslíku 
PARP  poly(ADP-ribosa)-polymerasa 
ROS  reaktivní kyslíkové formy 
SAHA  suberoylanilidhydroxamová kyselina 
TrkA  neurotropní tyrosinkinasový receptor typu 1 
TSA  trichostatin A 
TUNEL z angl. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 
VEGF  vaskulární endoteliální růstový faktor 
VHL  von Hippel-Lindau faktor 





Nádorová onemocnění představují v dnešní společnosti jeden z nejzávažnějších 
problémů medicíny. Vzhledem k ekonomické náročnosti terapie a ke kvalitě života nemocných 
jsou navíc také značným socioekonomickým problémem. V České republice incidence 
novotvarů podle Ústavu zdravotnických informací a statistiky (ÚZIS) dlouhodobě narůstá. 
Naproti tomu je poměrné zastoupení úmrtí spojených s novotvary relativně stabilní, viz Obr. 1, 
a činí přibližně 25 % ze všech úmrtí. 
 
Obrázek 1: Incidence a mortalita u nádorových onemocnění v ČR (ÚZIS, www.svod.cz). 
 
Vysvětlení trendu rostoucí incidence lze hledat ve změnách týkajících se životního stylu 
obyvatelstva, stárnutí populace a částečně také ve zlepšující se diagnostice nádorových 
onemocnění. Mortalita se výrazněji nemění zejména díky časné diagnostice, použití adekvátní 
terapie podle biologických vlastností nádorů a dalších souvisejících faktorů. Hledání nových 









2.1. NÁDOROVÁ ONEMOCNĚNÍ A JEJICH TERAPIE 
 
2.1.1 ETIOLOGIE A PATOGENEZE NÁDOROVÉHO PROCESU 
 
Snahy o odhalení příčin nádorového onemocnění trvají již řadu desetiletí. Díky rozvoji 
molekulární biologie a cytogenetiky se v současnosti na zhoubné nádory pohlíží jako na 
genetické onemocnění vznikající na podkladě mutací (Klener, 2002). Mutace v genomu buňky 
probíhají jak spontánně (s frekvencí cca 10-9 na jedno buněčné dělení), tak působením 
exogenních vlivů. Protože je frekvence spontánních mutací vzhledem k incidenci nádorových 
onemocnění příliš nízká, aby vysvětlovala beze zbytku původ všech novotvarů, lze považovat 
exogenní vlivy a formu životního stylu za významnou složku v patogenezi nádorů. 
 
Rizikovými faktory souvisejícími s životním stylem, které lze do určité míry individuálně 
ovlivnit, patří: kouření, nadměrné požívání alkoholu, dieta s nízkým zastoupením ovoce 
a zeleniny, nedostatek pohybu, obezita a některé infekce. Zvýšený výskyt nádorových 
onemocnění také souvisí s delší dobou dožívání, resp. se zvyšujícím se průměrným věkem 
obyvatelstva. 
Ke kancerogenním faktorům vnějšího prostředí – mutagenům, řadíme: faktory fyzikální 
(ionizující a ultrafialové záření, lokální tepelné změny, mechanické dráždění a další), chemické 
(aromatické a polycyklické uhlovodíky, aromatické aminy, nitrosloučeniny, léky, anorganické 
látky) a biologické (onkogenní viry – retroviry, papilomaviry, herpesviry, hepadnaviry; bakterie  
–  H. pylori; parazity - Schistosoma). 
Kancerogeneze/onkogeneze popisuje vznik a rozvoj nádorového onemocnění. Tento 
proces má vícestupňový charakter a zahrnuje několik etap (Klener, 2002). Iniciace je počáteční 
fází, kdy je z endogenních či exogenních příčin porušen buněčný genom. Tento stav však může 
bez funkčních důsledků dlouhodobě přetrvávat. Druhou fází je promoce, ve které za účasti 
dalších podnětů dochází k poruchám buněčné diferenciace. Při konverzi – transformaci je 
fenotyp buněk již významně pozměněn a vzniká maligní klon, který má mj. pozměněnou 
schopnost reagovat na signály regulující proliferaci či diferenciaci. Následuje lokální růst 
nádorové masy, tzv. progrese. Poslední fází je metastazování, tedy šíření nádoru mimo prvotní 
ložisko. 
Za fyziologického stavu probíhá v organismu iniciace s určitou frekvencí. Další fáze 
rozvoje onemocnění jsou ve většině případů zastaveny zejména díky imunitnímu dozoru, kdy 
je nádorová buňka eliminována imunitním systémem. V případě, že v organismu vzniká velký 
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počet iniciovaných nádorových buněk, imunitní dozor může být pro odstranění pozměněných 
buněk nedostatečný. Rychle mutující a množící se nádorové buňky, které eliminační proces 
přežijí, vstupují do fáze rovnováhy. V této fázi se selekčním tlakem stává část buněk vůči 
eliminaci rezistentní. Ty vstupují do fáze úniku a onemocnění prograduje (Burnet, 1957; Dunn 
et al., 2002; Kim et al., 2007a). 
Pro transformaci jsou charakteristické změny zejména na úrovni genomu – mutace. 
Mutace postihují genetickou výbavu buňky na různé úrovni. Od bodových mutací, insercí 
a delecí postihujících promotor nebo kódující či nekódující část genu až po rozsáhlejší změny, 
např. genovou amplifikaci, chromosomální translokaci (např. Philadelphský chromosom 
s produkcí bcr-abl fuzního proteinu – onkogenní tyrosin kinasa) či aneuploidii. Geny, které jsou 
zodpovědné za transformaci buněk, lze rozdělit do dvou základních skupin: onkogeny a tumor 
supresorové geny. Jedná se o geny podílející se na kontrole a regulaci buněčného cyklu, 
diferenciaci, nitrobuněčné signalizaci, opravě poškozené DNA, regulaci apoptosy a mnoho 
dalších. Celkem se na transformaci buněk může podílet velké množství genů, kterých bylo 
u člověka identifikováno přes 900 (Venter et al., 2001). Z toho plyne velké množství různých 
vlastností nádorových buněk a vysoká heterogenita novotvarů, a to i v rámci jedné nádorové 
masy. 
Nádorové buňky tak na podkladě řady mutací získávají charakteristické vlastnosti 
(Hanahan, Weinberg, 2000; Cipro et al., 2012), jako jsou:  
 nezávislost na růstových faktorech či související signalizaci, 
 snížení citlivosti vůči signálům inhibujícím proliferaci, 
 zvýšená odolnost vůči proapoptotickým signálům a následná proliferace navzdory chybám 
v genomu buňky, 
 pomalejší senescence (např. aktivace telomerasy), 
 schopnost stimulace angiogeneze a tudíž podpora nutrice a zásobování buněk kyslíkem, 
 zvýšená odolnost vůči hypoxii (aktivace genů umožňujících překonat oxidační stres), 
 zvýšená exprese povrchových molekul potlačujících funkci imunokompetentních buněk 
(FasL) nebo snížená syntéza povrchových struktur, které buňky imunitního systému 
stimulují (HLA I. třídy s abnormálními peptidy). 
Transformace buňky obvykle vyžaduje současnou přítomnost několika mutací 
(Knudson, 2001). Výjimkou však mohou být změny v genech, které jsou pro regulaci 
buněčného dělení, apoptosy či opravy DNA klíčové a tudíž jejich izolovaná mutace postačuje 
pro buněčnou transformaci. V konečném důsledku tak kumulace určitých genetických mutací 
může vést k nekontrolovanému buněčnému dělení a eventuelně s přispěním hypoxie ke vzniku 
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zhoubného nádoru, viz Obr. 2. V rámci nádoru nemusí mít nutně všechny buňky schopnost 
proliferace či sebeobnovy. Ta může být omezena na menší počet buněk, tzv. kmenových 
nádorových buněk, které při dělení produkují dceřiné, již částečně diferencované buňky 
s omezenou schopností replikace (Cho and Clarke, 2008). 
 
 




Neuroblastom je embryonální nádor vycházející z buněk primitivní neurální lišty – 
sympatogonií, které v průběhu embryogeneze osídlují dřeň nadledvin, sympatická ganglia 
a paraganglia. Tomu odpovídá lokalizace neuroblastomů – dřeň nadledviny, malá pánev, 
retroperitoneum, zadní mediastinum a vzácně oblast krku. Je nejčastěji se vyskytujícím 
extrakraniálním solidním nádorem dětského věku. Prevalence neuroblastomů je odhadována na 
1:10000 živě narozených dětí. Průměrný věk při stanovení diagnózy se pohybuje kolem 2 let 
(Gains et al., 2012). 
Na patogenezi neuroblastomů se podílejí jak vlivy okolního prostředí, tak vlivy 
genetické. Z faktorů zevního prostředí jsou to především látky chemické – předpokládá se 
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užívání hydantoinátů, fenobarbitalu, event. alkoholu během gravidity (Klener, 2002). 
Genetické vlivy podílející se na patogenezi neuroblastomů jsou v praxi významné zejména pro 
prognózu onemocnění. Téměř u 80 % vysoce rizikových neuroblastomů je prokázána ztráta 
heterozygozity na 1. chromosomu (delece na krátkém raménku). Ostatní riziková stádia 
vykazují četné delece nebo translokace a mají diploidní nebo triploidní karyotyp. Obvyklá bývá 
také amplifikace onkogenu N-myc (krátké raménko 2. chromosomu), která je známkou velmi 
špatné prognózy (tzv. high risk neuroblastoma). Studována je i role nervového růstového 
faktoru (NGF – nerve growth factor), který po vazbě na příslušný receptor indukuje diferenciaci 
sympatických neuronů. Poruchy v této signalizační dráze se zřejmě rovněž podílejí na 
patogenezi onemocnění a souvisejí se sníženou expresí vysokoafinitního neutrofinového 
receptoru pro NGF – neurotropní tyrosinkinasový receptor typu 1 (TrkA). Jeho exprese obvykle 
inverzně koreluje s amplifikací N-myc a je spojena s příznivou prognózou onemocnění 
(Nakagawara et al., 1993; Westermark et al., 2011). Pro buňky neuroblastomů je dále 
charakteristická produkce neuron-specifické enolasy (NSE). 
Podle fenotypového projevu rozlišujeme tři typy neuroblastomů: N-typ 
(neuroblastický), S-typ (adherující k substrátu) a I-typ (přechodný), viz Obr. 3, str. 15. Buňky 
neuroblastomu N-typu jsou malé, nediferencované, mají menší množství cytoplasmy a krátké, 
někdy početné neurity. Při pěstování in vitro k sobě buňky adherují lépe než k substrátu 
a vytvářejí shluky připomínající pseudoganglia. Pro S-typ jsou charakteristické větší, ploché 
buňky s oválným jádrem a velkým množstvím cytoplasmy. In vitro k substrátu dobře adherují, 
vytvářejí na povrchu média jednobuněčnou vrstvu a vykazují kontaktní inhibici růstu. Neurity 
zde nebývají přítomny. Fenotypový projev neuroblastomu I-typu vykazuje prvky, jak N-, tak 
S-typu. Buňky adherují dobře k substrátu i sobě samým, mají okrouhlé jádro s větším 
množstvím cytoplasmy, než je tomu u buněk neuroblastomu N-typu. Neurity zde mohou                
a nemusí být přítomny. Při růstu in vitro vytvářejí více buněčných vrstev s tvorbou agregátů. 














Obrázek 3: Neuroblastomové nádorové linie. A: UKF-NB-3 (N-typ), B: UKF-NB-4 (S-typ) 
 
Mikroskopicky je neuroblastom složen z malých uniformních buněk obsahujících 
hyperchromatická jádra obklopená velmi malým množstvím cytoplasmy. Histochemicky se od 
ostatních nádorů z „malých tmavých buněk“ odlišuje pozitivitou NSE, vimentinu a elektron-
mikroskopicky lze prokázat přítomnost neurofilament a neurosekrečních granul na membráně. 
Primární tumor bývá nejčastěji lokalizován v retroperitoneu (70 %), v hrudníku a krku 
(25 %) a v malé pánvi (5 %). Onemocnění bývá v době diagnózy lokalizované pouze u 40 % 
nemocných. Přibližně 60 % pacientů má již detekovatelné metastázy, obvykle v lymfatických 
uzlinách, kostech, kostní dřeni, játrech nebo kůži. 
Neuroblastomy mají nejčastěji nespecifické příznaky (únava, nechutenství, teploty, atd.) 
a  symptomy vyvolané růstem nádoru nebo jeho metastázami. Kromě anamnézy a fyzikálního 
vyšetření jsou důležitou součástí diagnostického procesu zobrazovací metody – RTG (skelet, 
hrudník), CT (hrudník, břicho), USG (břicho, malá pánev, mediastinum), scintigrafie (kosti). 
Další testy zahrnují cytologické vyšetření punktátu kostní dřeně (event. trepanobiopsii), 
laboratorní vyšetření séra (laktátdehydrogenasa, NSE, ferritin) a  metabolitů katecholaminů 
v moči (kyselina vanilmandlová (VMA) a homovanilová (HVA)). Rozhodující pro diagnózu je 
histopatologické vyšetření vzorku odebraného z nádorové tkáně doplněné molekulárně 
cytogenetickým a někdy i klasickým cytogenetickým vyšetřením. 
Na základě stádia onemocnění, věku pacienta, lokalizace nádoru a výsledků 
laboratorních vyšetření lze formulovat prognostická kritéria. S věkem nad 18 měsíců, vysokou 
hladinou NSE, ferritinu a poměrem VMA/HVA>1, pokročilým stádiem onemocnění, 
nepříznivou histologií, amplifikací N-myc, delecí 11p a nízkou expresí trkA bývá spojena horší 




pacientů s nízkým stupněm rizika. U nemocných se středním rizikem je to kolem 75 % 
a u vysoce rizikových forem 10-30 % (Klener, 2002). 
Terapie nemocných s neuroblastomem je značně variabilní a její výběr se řídí podle 
prognostických skupin. Neuroblastomy mohou mít formu schopnou spontánní regrese nebo 
vyzrávání v benigní ganglioneuroblastom, dobře léčitelnou nebo také velmi obtížně léčitelnou 
s častým vznikem chemorezistentních relapsů. 
V léčbě se uplatňují všechny základní druhy protinádorové terapie – chirurgická, 
radioterapie a chemoterapie. 
Chirurgická terapie je rozhodující u lokalizovaných forem onemocnění, ale uplatňuje se 
i u generalizovaných a vysoce rizikových forem ve druhém sledu k odstranění rezidua nádoru 
po neoadjuvantní chemoterapii. 
Radioterapie je využívána k léčbě makroskopických reziduálních lézí nebo při léčbě metastáz. 
Používá se teleradioterapie, ale lze zvolit i systémovou radioterapii podáním                                 
123I-metajodbenzylguanidinu, který má k neuroblastomovým buňkám velkou afinitu a emi-
tované záření je usmrcuje (Matthay et al., 2012). 
Chemoterapie se u lokalizovaných onemocnění někdy uplatňuje jako adjuvantní léčba. 
U pokročilých forem je léčbou neoadjuvantní. Používané jsou kombinace obsahující 
cyklofosfamid, ifosfamid, cisplatinu, karboplatinu, etopozid a antracykliny (doxorubicin, 
epirubicin). U vysoce rizikových forem je vzhledem k častým recidivám u nemocných po 
dosažení kompletní či parciální remise zařazena vysokodávková chemoterapie s následnou 
autologní transplantací kostní dřeně (Klener, 2002). Jako dlouhodobá udržovací léčba je 
testována terapie protilátkami proti disialogangliosidu a podávání retinoidů (kyseliny 13-cis-
retinové) (Matthay et al., 2012). 
 
2.1.3 HYPOXIE A JEJÍ VLIV NA BUŇKU 
 
Přístup ke kyslíku nebo případná adaptace nádorových buněk na anaerobní podmínky 
je pro progresi a invazivitu nádoru spolu s dalšími podmínkami velmi důležitá. Při nekontro-
lovatelném nádorovém růstu není vaskularizace tkáně organizovaná, takže v rámci nádorové 
masy se vytvářejí hypoxická ložiska. Aby buňky v prostředí s nedostatkem kyslíku přežily, 
aktivují geny umožňující zachovat buněčné funkce potřebné k přežití. 
Klíčovými regulátory, které adaptaci na hypoxii zajišťují, jsou transkripční faktory 
indukované hypoxií – hypoxia inducible facotrs – HIF. Jsou to heterodimerické komplexy 
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složené z řetězců alfa a beta. V současnosti jsou známy tři různé funkční formy HIF 
charakterizované prostřednictvím odpovídajícího α řetězce: HIF-1, HIF-2 a HIF-3. HIF-1 
a HIF-2 jsou aktivovány v počáteční fázi hypoxie a jejich aktivita je pro další osud buňky 
kritická (Koh, Powis, 2012). Úloha HIF-3 není ještě zcela objasněna a je pravděpodobně 
regulační ve smyslu inhibice transkripční aktivity HIF-1 (Makino et al., 2001; Maynard et al., 
2007). Mechanismus působení HIF-1 a HIF-2 je velmi podobný, obě formy se spolu 
s transkripčními koaktivátory váží na tzv. hypoxia responsive elements (HRE) elementy DNA 
a aktivují transkripci daného genu. Některé cílové geny pro HIF-1 a HIF-2 jsou stejné, další 
skupina je odlišná, což je pravděpodobně způsobeno odlišnostmi ve struktuře α podjednotek 
a schopností vazby odlišných transkripčních kofaktorů (Talks et al., 2000; Bracken et al., 2005).  
Nejlépe prozkoumaným faktorem indukovaným hypoxií je HIF-1. Jak již bylo zmíněno, 
je jedním z klíčových regulátorů buněčného metabolismu v prostředí chudém na kyslík 
(Semenza, 1999; Pugh, Ratcliffe, 2003; Wang a Si, 2013). Byl poprvé popsán Semenzou               
a Wangem při studiu indukce transkripce genu pro erytropoetin v peritubulárních buňkách 
ledvin in vitro jako reakce na snížený parciální tlak kyslíku v krvi (Semenza, Wang, 1992). 
Později byla funkce induktoru erytropoetinu in vivo popsána u HIF-2 (Morita et al., 2003; 
Scortegagna et al., 2005; Mastrogiannaki et al., 2009; Kapitsinou et al., 2010). 
Řetězce α i β tvořící HIF-1 jsou v buňce exprimovány konstitutivně. Podjednotka β je 
stabilní za normoxických i hypoxických podmínek. Specifickou aktivitu pro genovou 
transkripci zajišťuje α podjednotka. Je tvořena 826 aminokyselinami s celkovou hmotností asi 
120 kDa, které vytvářejí několik domén: domény helix-loop-helix (bHLH) a NLS (z angl. 
nuclear localisation sequence), které jsou odpovědné za vazbu na DNA a translokaci do jádra 
buňky, doménu Per/Arnt/Sim (PAS), která je nutná pro dimerizaci s β podjednotkou, 
degradační doménu závislou na kyslíku (ODDD – oxygen-dependent degradation domain), 
zodpovědnou za regulaci hladiny HIF-1α v buňce a dvou transaktivačních domén TAD a CAD, 
které odpovídají za specifitu a regulaci genové transkripce (Dayan et al., 2006; Hu et al., 2007; 





Obrázek 4: Doménová struktura HIF-1α a základní funkce jednotlivých domén. 
 
Za normoxických podmínek je α podjednotka degradována mechanismem ubikvitin-
proteasom, který je spuštěn hydroxylací prolinových zbytků 402 a 564 na ODDD molekuly 
(Jaakkola et al., 2001; Ivan et al., 2001). Proces hydroxylace α řetězce je řízen enzymaticky 
HIF-1α prolylhydroxylasami a je přímo závislý na dostupnosti kyslíku (Jaakkola et al., 2001; 
Berra et al., 2003). Hydroxylací je umožněna jeho interakce s faktorem von Hippel-Lindau 
(VHL). Následné připojení E3-ubikvitin ligasového komplexu způsobí ubikvitinylaci HIF-1α   
a jeho proteasomální degradaci (Maxwell et al., 1999; Ohh et al., 2000; Semenza, 2013). 
V případě nedostatku kyslíku je degradace α podjednotky potlačena a současně nedochází 
k hydroxylaci C koncového asparaginu (Asn-803) hydroxylasou FIH (faktor inhibující HIF), 
která inhibuje interakci s transkripčním koaktivátorem p300 a tudíž zamezuje správné funkci 
HIF-1 (Hewitson et al., 2002; Lando et al., 2002). Inhibiční funkce FIH je navíc posílena její 
schopností interakce s VHL (Mahon et al., 2001). 
Po translokaci do jádra podjednotka HIF-1α dimerizuje s podjednotkou β. Vytvořený 
heterodimer HIF-1 je pak schopen vazby na HRE elementy genů, u kterých dojde k aktivaci 
exprese v přímé závislosti na množství kyslíku v buňce (Semenza et al., 1996; Caro, 2001). 
Některé práce navíc pro stabilizaci HIF-1α za hypoxických podmínek postulují nutnou 
přítomnost funkčních mitochondrií. Reaktivní kyslíkové metabolity mitochondriálního původu 
se tak zatím ne zcela jasným způsobem podílejí na inhibici hydroxylace HIF-1α 
prolylhydroxylasami (Sena a Chandel, 2012). Pravděpodobným mechanismem je   vyčerpávání 
kapacity antioxidačních látek  podílejících se na redukci atomu železa v katalytickém centru 
prolylhydroxylas, která je pro jejich aktivitu nezbytná (Gao et al.,2007; Semenza, 2013). 
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Stabilita a transkripční aktivita HIF-1 je kromě koncentrací kyslíku ovlivněna 
i  některými růstovými faktory a cytokiny (Wenger, 2002). Úlohu v regulaci hladin HIF-1 hrají 
i exprese faktoru asociovaného s hypoxií – hypoxia associated factor – HAF (Koh et al., 2008), 
interakce s receptorem aktivované proteinkinasy C (RACK1) (Liu et al., 2007) a dalšími 
proteiny (HDAC4, HDAC6, Hsp90) (Qian et al., 2006). Rovněž ji ovlivňuje posttranslační 
modifikace HIF-1 – acetylace, sumoylace (Berta et al., 2007; Bae et al., 2004) a fosforylace 
(Richard et al., 1999). Příkladem je deacetylace N-koncového lysinu ODD domény, která vede 
ke zvýšené stabilitě HIF-1α. Stabilizace se učastní histondeacetylasy HDAC1 a HDAC3, které 
s ODD doménou přímo interagují (Kim et al., 2007b). V případě, že je rovnovážný stav 
acetylace-deacetylace ovlivněn směrem ke zvýšené acetylační aktivitě, je N-koncový lysin 
acetylován acetylasou ARD1. Tato forma HIF-1α pak snadněji interaguje s faktorem VHL a je 
poté degradována v proteasomu mechanismem popsaným výše (Jeong et al., 2002; Yoo et al., 
2006; Chang et al., 2006). Inhibice HDAC1 a/nebo HDAC3 potlačuje deacetylační aktivitu        
a tudíž vede ke zvýšené degradaci HIF-1α. Valproát (VPA), inhibitor HDAC1/3, ovlivňuje 
hladinu HIF-1α v buňce pravděpodobně i tímto mechanismem. 
Kromě regulace transkripce erytropoetinu, u které byl HIF-1 objeven, se HIF-1 podílí 
na regulaci mnoha dalších buněčných procesů indukovaných hypoxií zahrnujících 
metabolickou adaptaci, angiogenezi, buněčný růst a diferenciaci, viabilitu, apoptosu a mnoho 
dalších (viz Tab. 1.). Existuje více než 100 genů, u kterých byl popsán regulační vliv HIF-1 
(Maxwell et al., 2001). U celé skupiny faktorů HIF je regulovaných genů několikanásobně více 
(Tsai a Wu, 2012). 
V případě nádorových onemocnění je častým jevem aktivace HIF-1 v důsledku hypoxie 
s následnou transkripcí cílových genů (Talks et al., 2000; Zhong et al., 1999; Semenza, 2013). 
Regulace aktivity HIF-1 v nádorových buňkách bývá často velmi složitá a zahrnuje vlivy 
onkogenů, tumor supresorových genů, cytokinů, růstových faktorů a nádorového 
mikroprostředí. Výsledkem změn v expresi genů může být v případě přežití buněk v těchto 
nepříznivých podmínkách různý fenotypový projev, jako je tomu i u neuroblastomů (N-, S- a I-




Tabulka 1: Vybrané cílové geny HIF-1. Upraveno podle (Ke a Costa, 2006). 
 




Erytropoetin Semenza et al., 1991 
Transferin Rolfs et al., 1997 
Transferinový receptor Bianchi et al., 1999 





VEGF Levy et al., 1995 
Receptor pro VEGF Gerber et al., 1997 
Endokrinní VEGF (EG-VEGF) LeCouter et al., 2001 
Leptin Grosfeld et al., 2002 
CXCR-4, CXCL12 (SDF-1) Andrikopoulou et al., 2011 
CX3CR1 Zhao et al., 2012 
Transformující růstový faktor β3 Scheid et al., 2002 
Matrixové metaloproteinasy a jejich 
regulátory 
Ben-Yosef et al., 2002; Fukuda et al., 
2007, Forsythe et al., 1996 
Receptory inhibitoru aktivátoru 
plasminogenu 
Kietzmann et al., 1999 
Kolagenprolylhydroxylasa Takahashi et al., 2000 
Svalový tonus 
NO syntasa Melillo et al., 1995 
Hemoxygenasa Lee et al., 1997 
Endotelin 1 Hu et al., 1998 
Adrenomedulin Nguyen a Claycomb, 1999 
α1B-adrenergní receptor Eckhart et al., 1997 
Metabolismus 
glukosy 
Adenylátkinasa O'Rourke et al., 1996 
Aldolasa-A,C Semenza et al., 1996 
Enolasa Semenza et al., 1996 
Glukosový transportér Chen et al., 2001 
Glyceraldehydfosfátdehydrogenasa Graven et al., 1999 
Hexokinasa (HK1,2) Mathupala et al., 2001 
Laktátdehydrogenasa Semenza et al., 1996 
Pyruvátkinasa Semenza et al., 1994 
Fosfofruktokinasa Semenza et al., 1994 
Fosfoglycerátkinasa Semenza et al., 1994 
Fosfofruktokinasa 2 Minchenko et al., 2002 
Cytochrom c oxidasa Fukuda et al., 2007 
Pyruvátdehydrogenasakinasa Kim et al., 2006; Papandreou et al., 2006 
Regulace pH 
Monokarboxylátový transportér Ullah et al., 2006 
Na+/H+ transportér Shimoda et al., 2006 




"Insulin-like" růstový faktor-2 Feldser et al., 1999 
Transformující růstový faktor-α Krishnamachary et al., 2003 
Adrenomedulin Cormier-Regard et al., 1998 
Apoptosa 
BNip3 Carrero et al., 2000 
Nip3-like protein X Bruick, 2000 
 
Příkladem mechanismu aktivace HIF-1 nezávislé na koncentraci kyslíku, je snížená 
proteasomální degradace podjednotky  v důsledku potlačení exprese tumor supresorového 
genu kódujícího VHL (Ivan a Kaelin, 2001; Robinson a Ohh, 2014), nebo inhibice HIF-1α 
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prolylhydroxylas fumarátem jakožto meziproduktem Krebsova cyklu u některých renálních 
karcinomů (Pollard et al., 2007). Dalšími tumor supresorovými geny, které ovlivňují funkci 
HIF-1α jsou p53 a PTEN (z angl. phosphatase and tensin homolog), které inhibují aktivaci 
cílových genů pravděpodobně vazbou na HIF-1 či modulací aktivity proteinkinasy AKT (An et 
al., 1998; Zundel et al., 2000; Jiang a Liu, 2009). Na aktivitu HIF-1 mají vliv i růstové faktory, 
cytokiny (insulin, PDGF, růstový faktor podobný insulinu, NO) a další látky (Zelzer et al., 
1998; Richard et al., 2000; Chowdhury et al., 2012). Vliv na aktivitu a expresi HIF-1 je patrný 
i u chemoterapie a radioterapie, které je obvykle zvyšují. Vysoká aktivita HIF-1 v rámci 
nádorové masy bývá zpravidla spojena s horší prognózou onemocnění, protože HIF-1 se kromě 
regulace buněčného metabolismu a angiogeneze podílí i na procesech souvisejících 
s agresivitou tumoru. Negativně ovlivňuje expresi adhezní molekuly E-kadherinu, který 
zprostředkovává mezibuněčnou interakci (Cheng et al., 2013). Následkem je snížená vzájemná 
adherence buněk související se zvýšenou nádorovou invazivitou. Migrace a usazování – 
homing – nádorových buněk při metastazování nádoru jsou do jisté míry HIF-1 také ovlivněny, 
jelikož HIF-1 přímo ovlivňuje expresi receptoru CXCR4 a jeho ligandu SDF-1, receptoru 
CXCR3, enzymů účastnících se metabolismu mezibuněčné hmoty a dalších proteinů 
ovlivňujících adhezivitu a migrační schopnosti buněk, viz Tab. 1, str. 20. 
Komplexní účinek a centrální postavení HIF-1 při adaptaci buněk na hypoxii jsou 
současnou medicínou využívány i terapeuticky. Látky inhibující aktivitu HIF-1, kam patří 
i inhibitory histondeacetylas (HDACi), jsou podávány u některých nádorových onemocnění 
k usmrcení či oslabení nádorových buněk v hypoxickém prostředí. Terapeutická aktivace      
HIF-1 může být naproti tomu prospěšná u chorob, kdy je podpora hypoxického metabolismu   
a angiogeneze žádoucí (inhibitory prolylhydroxylas). Příkladem je podpora reparace poškozené 
srdeční tkáně po ischemické příhodě srdeční (Pan a Zhou, 2012; Ong a Hausenloy, 2012). 
 
2.1.4 PROTINÁDOROVÁ TERAPIE 
 
V současnosti je k dispozici velké množství informací popisujících iniciaci a rozvoj 
nádorového procesu, biologické vlastnosti transformovaných buněk a spolu s dalšími poznatky 
jsou podkladem pro rozvoj protinádorové terapie. I když je úroveň znalostí o biologii nádorové 
buňky v některých oblastech ještě stále značně omezená, máme v současnosti k dispozici 
relativně širokou škálu terapeutických možností.  
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K základním druhům terapie patří – chirurgická terapie, chemoterapie a radioterapie. 
Doplňuje je léčba hormonální, imunoterapie a cílená terapie (u nás někdy ne zcela správně 
nazývaná biologická) a další. 
Jednotlivé terapeutické přístupy mohou mít v rámci léčby účinek profylaktický, 
diagnostický, kurativní nebo paliativní. Profylaktický a diagnostický účinek představuje 
především léčbu chirurgickou odstraněním tkáně, která je zatížená vysokým rizikem vzniku 
nádoru (například kolektomie u mnohočetné adenomatózní polypózy), resp. pro získání 
bioptického materiálu a pomoci při zpřesnění stadia pokročilosti onemocnění (například odběr 
lymfatických uzlin). Kurativní terapie je možná většinou dostupných metod – chirurgické 
odstranění lokalizovaných solidních nádorů, radioterapie a chemoterapie u vybraných nádorů. 
Paliativní účinek lze očekávat u všech druhů terapie, ať už se jedná o chirurgické odstranění 
nádorové masy utlačující okolní tkáň, analgetickou radioetrapii kostních metastáz, paliativní 
chemoterapii vedoucí ke zlepšení kvality a prodloužení života nemocných nebo hormonální 
léčbu u hormonálně senzitivních nádorů v pokročilém stádiu atd. (Klener, 2002). 
Velkým problémem současné onkologie je rezistence/odolnost nádorů vůči terapii.        
Ta může být nádoru vlastní – primární, nebo sekundární – indukovaná (zpravidla vyvolaná 
předchozí terapií). Pravděpodobně největší váhu při rozvaze o možné rezistenci ke konkrétnímu 
druhu terapie má histopatologický typ buňky. Při radioterapii se možná rezistence k léčbě odvíjí 
navíc od orgánové lokalizace, klinického stádia onemocnění a objemu nádorové masy. 
U chemoterapie je povaha primární a především sekundární rezistence více komplexní. Podílejí 
se na ní mnohé faktory, zejména změny farmakokinetiky, cytokinetiky a metabolismu buněk. 
V praxi je pak rezistence nádorových buněk výsledkem kombinace dále uvedených faktorů. 
Změny farmakokinetiky zahrnují snížení resorpce, urychlení katabolismu, inaktivaci nebo 
vylučování léčiva. Cytokinetické změny nastávají s narůstající populací nádoru, kdy větší část 
buněk přechází do klidového stavu, fáze G0, v němž je citlivost k většině cytostatik omezená. 
S přibývajícím počtem nádorových buněk se také kumulují změny v jejich genomu (Klener, 
2002). Tyto mutace mohou diverzifikovat nádorovou masu z hlediska jejího vztahu k terapii. 
V případě, že mutace ovlivňuje rezistenci buňky k chemoterapii, jsou vlivem léčby usmrceny 
citlivé klony a selektují se klony  k terapii rezistentní.  
Podstatou rezistence k chemoterapii způsobené metabolickými a funkčními změnami 
jsou indukované alterace v expresi genů kódujících proteiny, podílející se na omezení/zamezení 
funkce cytostatika (nitrobuněčné aktivaci, katabolismu, transportu z buňky), snížení citlivosti 
buněk k apoptose (oprava poškozené DNA, zvýšená resp. snížená exprese antiapoptotických 
resp. proapoptotických proteinů), přizpůsobení buněčného metabolismu hypoxickým 
23 
 
podmínkám. Tyto změny patří k nejčastějším příčinám rezistence nádorových buněk 
k chemoterapii. 
Významným mechanismem vzniku rezistence k chemoterapii je zvýšení exprese 
povrchových transportních proteinů. Nejznámějším zástupcem této skupiny je P glykoprotein, 
ATP-závislá membránová pumpa, zodpovědná za urychlené vypuzování cytostatik z buňky 
a vznik mnohočetné lékové rezistence (MDR – multiple drug resistance). Dalšími transportéry, 
které mohou při vysoké expresi navodit rezistenci k některým cytostatikům, jsou např. TAP 
(transporter of antigenic peptides) a proteiny patřící do skupiny MVP (major vaults proteins). 
Citlivost buněk k proapoptotickým stimulům je ovlivnitelná změnou exprese proteinů 
účastnících se zahájení, progrese a regulace apoptotické signalizace. Nárůst koncentrace 
inhibitorů apoptosy vede k tomu, že i když buňka není chráněna před přímým účinkem 
cytostatika, nedochází k jejímu usmrcení. Po odeznění účinku chemoterapie pak pokračuje 
v proliferaci. Ovlivnění rovnovážného stavu pro- a antiapoptotických proteinů je také 
výsledkem hypoxie, která je pro většinu nádorů charakteristická. 
 
2.1.4.1 CHEMOTERAPIE A JEJÍ POSTAVENÍ MEZI OSTATNÍMI DRUHY 
TERAPIE 
 
Chemoterapie je terapeutická metoda, která využívá chemických látek – cytostatik – 
schopných zastavit růst nádorových buněk. Základním předpokladem pro její použití je citlivost 
nádorů k podávanému léčivu, která bývá různá u různých typů nádorů, a to i v rámci jedné 
nádorové masy. Nádorová onemocnění lze podle citlivosti k chemoterapeutické léčbě rozdělit 
do čtyř skupin. První skupinu tvoří nádory, které jsou k chemoterapii velmi citlivé a chemo-
terapií vyléčitelné – kurativní účinek. Z celkového počtu nádorů tvoří asi 7-8 %. U druhé 
skupiny, kterou tvoří přibližně jedna čtvrtina nádorů, působí chemoterapeutická léčba 
paliativně, nicméně zde ve vysokém počtu případů vede k remisi onemocnění a prodloužení 
doby přežití. Třetí skupinu – přibližně 30 % nádorů – tvoří novotvary, u kterých je citlivost 
k chemoterapii nejednoznačná. Zde se tato terapie používá především jako terapie doplňková. 
Do zbývající skupiny patří nádory s vysokou rezistencí na dostupná cytostatika. Nicméně 
s objevy nových cytostatik se některé nádory dostávají do příznivějších skupin. 
Chemoterapie bývá v praxi běžně využívána v kombinaci s dalšími metodami – 
chirurgickou terapií a radioterapií. Jelikož je celkový výsledek terapie ovlivněn nejen druhem 
použitých terapeutických modalit, ale také jejích sekvencí, jsou v současnosti k dispozici 
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mezinárodně platné léčebné protokoly a doporučení. Cytostatika se používají i při léčbě dalších 
chorob, např. Bechtěrevovy a Crohnovy nemoci a autoimunitních onemocnění.  
Konvenční chemoterapeutika působí v terapeutických dávkách pouze na proliferující 
buňky a umožňují je zasáhnout na různých místech a odlišným způsobem. Podle povahy účinku 
je lze rozdělit do několika základních skupin: inhibitory syntézy nukleových kyselin (NK), 
látky poškozující strukturu a funkci NK, přípravky inhibující průchod buněčným cyklem, 
inhibitory proteosyntézy a epigenetická chemoterapeutika, viz Tab. 2. Některá terapeutika mají 
účinek kombinovaný a působí na cílové buňky různými mechanismy (Klener, 2002). 
 
Tabulka 2.: Základní skupiny chemoterapeutik a mechanismus jejich účinku. 
 
Povaha účinku Mechanismus účinku 
Inhibice syntézy NK 
Analoga kyseliny listové, analoga dusíkatých bazí, 
inhibice ribonukleotidreduktasy 
Poškození struktury NK 
Alkylace NK, interkalační činidla, inhibice 
topoisomerasy, látky štěpící DNA 
Inhibice průchodu 
buněčným cyklem 
Inhibice polymerizace nebo depolymerizace 
mikrotubulů, inhibitory cyklin-dependentních 
kinas 
Inhibice proteosyntézy 
Deplece aminokyselin využívaných nádorem, 
poškození ribosomů 
Epigenetický účinek Inhibice histondeacetylas a DNA methyltransferas 
 
2.1.4.1.1 Charakteristika vybraných cytostatik 
 
Cisplatina 
Cisplatina, anorganická sloučenina platiny - cis-diamindichloroplatnatý komplex, je 
jedno z nejstarších chemoterapeutik. Poprvé byla popsána v roce 1844 Peyronem, ovšem její 
účinky na buněčnou replikaci byly popsány o více než sto let později (Peyrone, 1844; 
Rosenberg et al., 1965).  
Mechanismus jejího účinku spočívá ve vazbě na DNA a vytváření kovaletních můstků 
mezi bázemi. V důsledku této modifikace je pozměněna struktura DNA. Na DNA se v místě 
poškozeném cisplatinou váží proteiny obsahující tzv. „high mobility group“, nebo-li HMG 
doménu. Tímto způsobem je bráněno opravě poškozeného úseku DNA vystřižením poškozené 
báze. Dochází tak k inhibici transkripce a v průběhu buněčného cyklu k zablokování replikační 
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fáze v místě poškození (Hughes et al., 1992; Ohndorf et al., 1999; Rruggiero et al., 2013). 
V závislosti na podané dávce cisplatiny jsou buňky buďto schopny cisplatinu tolerovat, resp. 
opravit  poškozenou  DNA, nebo v důsledku  rozsáhlého  poškození  DNA zahájit  apoptosu 
(Siddik, 2003). S tím souvisí i problematika rozvoje rezistence k léčbě. Rezistentní nádorové 




Obrázek 5: Struktura cisplatiny. 
 
Tak jako všechna cytotoxická léčiva i cisplatina má řadu vedlejších účinků. Nejvíce 
závažná je nefrotoxicita, která může v extrémních případech pacienta ohrozit na životě (Arany, 
Safirstein, 2003; Pabla, Dong, 2008; Ruggiero et al., 2013). Omezení nežádoucích účinků je 
možné použitím cisplatinových derivátů, které mají nižší nefrotoxicitu, ovšem i celkově nižší 
protinádorový účinek – karboplatiny a oxaloplatiny. Důležitým prvkem pro redukci vedlejších 
účinků terapie je zvýšení její efektivity. Potenciace účinku DNA-poškozujích léčiv je možná 
i prostřednictvím epigenetických chemoterapeutik, kam patří i inhibitory histondeacetylas. 
Jejich působením je chromatinová struktura rozvolněna a terapeutika mají k DNA lepší přístup. 
 
Ellipticin 
Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol) je rostlinný alkaloid, který byl 
poprvé izolován z tropického stromu Ochrosia elliptica v roce 1959. Mechanismus účinku na 
nádorové buňky je různý. Inhibuje topoisomerasu II, je schopen interkalace do DNA a tvorby 
DNA-kovalentních aduktů, zasahuje do progrese buněčného cyklu, ovlivňuje metabolismus 
mitochondrií a expresi proteinů podílejících se na apoptotické signalizaci, navozuje stres 
endoplasmatického retikula a ovlivňuje buněčnou signalizaci (Schwaller et al., 1995; Kuo et al., 
2005A; Hägg et al., 2004; Kuo et al., 2005B; Kuo et al., 2005C). Tyto mechanismy potlačují 
replikaci DNA, narušují energetický metabolismus a navozují apoptosu. Jedním z důležitých 
mechanismů účinku ellipticinu je tvorba DNA aduktů po metabolické aktivaci cytochromy 
P450 a peroxidasami, viz Obr. 7, str 25. Tyto adukty významným způsobem poškozují DNA 
a jejich přítomnost v buňce indukuje apoptózu (Stiborova et al., 2004; Stiborova et al., 2007; 










Obrázek 6: Struktura ellipticinu.          
 
V praxi byly vyzkoušeny jeho polárnější deriváty, jako je např. 2-methyl-9-
hydroxyellipticin. Vedlejší účinky léčby byly oproti ostatním protinádorovým léčivům méně 
časté a přítomny jsou asi u třetiny pacientů (Paioletti et al., 1980), nefrotoxicita bývá spíše 
vzácná (Klener, 2002). Omezení případných nežádoucích účinků nebo posílení účinnosti 
ellipticinu je založeno na podobném principu jako u cisplatiny. První variantou je hledání 
derivátů, u kterých je rozsah vedlejších účinků na pacienta menší. Další možností je podání 
podpůrného preparátu, který zvýší efektivitu působení. Podobně jako u cisplatiny jsou 








Obrázek 7: Schéma metabolismu ellipticinu indukovaného cytochromy P450 a peroxidasami 
ukazuje charakteristické detoxikační metabolity a metabolity podílející se na vzniku 
kovalentních aduktů s DNA. V závorkách jou uvedeny přechodné aktivované formy a jejich 
vazba na DNA (převzato z Poljakova et al., 2011) 
 
2.1.4.2 MOŽNOSTI ZVÝŠENÍ ÚČINNOSTI CHEMOTERAPEUTICKÉ LÉČBY 
 
V rámci nádoru často vykazuje proliferační aktivitu pouze část buněk. Jelikož většina 
chemoterapeutik účinkuje pouze na buňky v některé z fází buněčného cyklu, může být tedy tato 





Ovlivnění buněk v klidové (G0) fázi 
- přímý chemoterapeutický účinek na buňky v G0 fázi je umožněn podáváním vysokých 
dávek cytostatik spolu s antidotem nebo podpůrnou léčbou. Nevýhodou u tohoto 
léčebného postupu je především poškození frakce zejména normálních hemopoetických 
kmenových buněk ve fázi G0, které jsou důležité pro repopulaci všech krevních řad po 
terapeutickém cyklu. 
- převedení buněk z klidového stavu do stavu proliferace. V praxi se provádí nepřímo, tj. 
redukcí proliferující části nádorové masy. V důsledku toho přechází část klidových 
buněk do reprodukční fáze a stává se citlivou k chemoterapii. 
- zablokování buněk v G0 fázi. Spočívá v blokádě buněčného cyklu normálních buněk. 
Tím získávají vyšší odolnost vůči chemoterapii, což umožňuje použití efektivnějších 
dávek chemoterapeutik, resp. agresivnější léčbu onemocnění. 
 
Sladění probíhajících buněčných cyklů nádorové populace 
- podání fázově specifického terapeutika, které působí pouze v některé fázi buněčného 
cyklu. Část nádorových buněk je usmrcena a buněčný cyklus u přežívající proliferující 
populace je zastaven. Po následném uvolnění blokády probíhá buněčný cyklus u dělící 
se populace synchronizovaně. To umožňuje efektivní použití fázově specifických 
cytostatik, které tak působí na podstatně větší nádorovou populaci než v případě podání 
bez předchozí synchronizace. 
 
Vhodné časování podávání léčby 
- volba vhodného intervalu mezi jednotlivými dávkami. Vychází z poznatku, že čas pro 
obnovu stejného počtu buněk je pro nádorovou populaci obvykle delší, než je tomu 
u  buněk normálních. Příliš krátká doba mezi jednotlivými cykly omezuje regeneraci 
normálních buněk a naopak příliš dlouhá doba dovoluje nádorové populaci větší prostor 
pro obnovu. Optimálním časováním jednotlivých dávek tak lze docílit vyšší efektivity 
léčby. 
- terapie ve vhodnou dobu. Již delší dobu je známo, že cirkadiánní rytmus má vliv na 
výsledek léčby chemoterapií. Vhodné načasování podání může dokonce až 
desetinásobně ovlivnit toleranci organismu vůči cytostatiku. V případě, že je léčivo 
podané v denní době, kdy je organismem nejlépe tolerováno, bývá efektivita terapie 
vyšší, a to z důvodu narušeného cirkadiánního rytmu u nádorové populace 
a zachovaného u buněk normální tkáně (Lévi et al., 2010). 
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Vyjma zvýšení efektivity chemoterapie úpravou léčebného režimu způsobem popsaným 
výše, máme k dispozici další poznatky, které umožňují lépe využít potenciál cytostatik, tj. 
posílit jejich účinek. 
 
Podávaní látek, které mají pro organismus ochranný účinek – antidot a protektiv 
Zde spočívá posílení účinku chemoterapeutik v možnosti podání vyšší dávky. 
V některých případech může zvýšení dávky na dvojnásobnou hodnotu zvýšit účinnost léčby až 
o jeden řád, tj. usmrcení 10-násobného počtu nádorových buněk v porovnání s dávkou původní 
(Klener, 2002).  
Mechanismus působení jednotlivých protektivních látek je mezi jednotlivými preparáty 
značně odlišný (obcházení cytostatikem blokované enzymatické reakce v normálních buňkách 
– leukovorin, snižování oxidačního stresu zdravých tkání – Dexrazoxan, Amifostin, blokování 
vazby léčiva na DNA ve zdravých buňkách – Amifostin, štěpení cytostatika – karboxypeptidasa 
G2 – nebo inaktivace jeho metabolitů – Mesna, a další). 
 
Sloučeniny, které zvyšují citlivost nádorových buněk k chemoterapii 
Další skupinou jsou látky – chemosenzibilizátory, které je možné použít pro zvýšení 
citlivosti nádorových buněk k chemoterapii. Uplatnění nacházejí také při resenzibilizaci po 
předchozí léčbě. 
Používají se například inhibitory poly(ADP-ribosa)-polymerasy (PARP) – enzymu, 
který se účastní opravy DNA (zejména mechanismem vystřižení „base excision repair“). 
Zvýšená aktivita tohoto enzymu je asociována s vyšší odolností buněk vůči cytostatikům 
poškozujícím DNA. Jeho cílená inhibice tedy vede ke zvýšení citlivosti nádorových buněk 
k chemoterapii. Inhibitory PARP mají také samy o sobě protinádorový účinek a lze je 
v některých případech použít dokonce ve formě monoterapie (Tentori et al., 2013). 
K dalším chemosenzibilizačním látkám patří např. látky bioreduktivní, jejichž účinek se 
odvíjí od aktivace v hypoxickém prostředí, které je pro solidní tumory charakteristické. Alespoň 
částečné ovlivnění mnohočetné lékové rezistence umožňují inhibitory kalciových kanálů, 









Mezi epigenetická terapeutika se řadí látky, které jsou schopny měnit genovou expresi 
cílových/nádorových buněk prostřednictvím ovlivnění methylace DNA, acetylace histonů 
a dalších jaderných proteinů a remodelace chromatinu. Jak již bylo zmíněno, pro nádorové 
buňky je typická aberantní genová exprese. Obvykle bývají negativně ovlivněny tumor 
supresorové geny a dále geny, jejichž produkty určují citlivost buňky k apoptose a mnohé další. 
Utlumení transkripce bývá provázeno methylací promotorové části genu nebo deacetylací 
histonů vedoucích k prostorovým změnám ve struktuře chromatinu. Zvýšená exprese bývá 
u genů, které umožňují např. přežívání buněk navzdory nepříznivým podmínkám (např. 
hypoxie, malnutrice), kumulaci genomových aberací (enzymy opravující DNA) a  proapopto-
tických stimulů (Bcl-2). 
Úlohou epigenetické terapie je zvrácení pozměněné genové exprese transformovaných 
buněk a navození exprese žádoucích genů – tumor supresorové geny, geny kódující proteiny, 
které jsou vhodným cílem pro následnou terapii a další. V současnosti jsou k dispozici 
epigenetická terapeutika ovlivňující aktivitu DNA-methyltranferas a histondeacetylas. Mezi 
histondeacetylasové inhibitory patří také kyselina valproová. 
 
2.2 HISTONDEACETYLASY A JEJICH INHIBITORY 
 
Acetylace a deacetylace histonů a dalších proteinů v buňce hraje důležitou roli v regulaci 
genové transkripce a mnoha buněčných procesů. Stav acetylace/deacetylace je výsledkem 




V současné době je u lidí identifikováno 18 různých histondeacetylas (Barneda-
Zahonero a Parra 2012; Marks a Dokmanovic, 2005). Při deacetylaci lysinových zbytků na 
dusíku postranního řetězce se uplatňují dva různé mechanismy, na základě kterých se HDAC 
rozdělují do dvou skupin. První je skupina Zn2+ dependentních HDAC, kde Zn2+ přímo 
interaguje s acetylovaným substrátem a napomáhá jeho stabilizaci v aktivním místě enzymu 
a polarizaci karbonylového uhlíku acetylové skupiny pro nukleofilní molekuly vody (Finnin 
et al., 1999). Druhou skupinou jsou NAD+-dependentní HDAC, kde po deacetylaci dochází 
k rozpadu acetylovaného kofaktoru na O-acetyl ADP ribosu a nikotinamid (Trapp a Jung, 
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2006). Další rozdělení, které se při klasifikaci HDAC používá častěji, vychází z homologie 
HDAC a jejich analogů u kvasinek. Tímto způsobem lze HDAC rozdělit do čtyř tříd, viz Tab.3. 
Histondeacetylasy nejsou ve své katalytické aktivitě redundantní (Rosato a Grant, 
2005). Například HDAC třídy I jsou umístěné v jádru buňky a jejich exprese je ubikvitní napříč 
všemi typy buněk. Naproti tomu HDAC patřící do třídy II jsou lokalizovány jak v jádře, tak 
v cytoplasmě buněk a jejich exprese se v rámci různých tkání odlišuje. 
Fylogenetické studie, které byly prováděny na HDAC bakteriálního původu naznačují, 
že tyto enzymy jsou původem starší, než samotné histony podle kterých jsou pojmenovány 
(Gregoretti et al., 2004). Lze tedy usuzovat, že původními substráty HDAC byly nehistonové 
acetylované proteiny, viz Tab. 3. Do této skupiny patří široká škála buněčných proteinů – 
nehistonové proteiny chromatinu, transkripční aktivátory, koaktivátory jaderných receptorů, 
transkripční faktory, enzymy podílející se na opravě DNA a další. Acetylačním stavem je pak 
ovlivňována jejich stabilita (pozitivně i negativně), interakce s dalšími proteiny (podpora nebo 




Tabulka 3: Klasifikace HDAC, jejich lokalizace v buňce a některé nehistonové substráty. 
M: mitochondrie; J: jádro; C: cytoplasma; CH: chaperon; CR: protein remodelující 
chromatin; JR: jaderný receptor; RE: enzymy opravující DNA; SM: signální molekula; SP: 
strukturní protein; TR: transkripční regulátor; TF: transkripční faktor. 
 
Třída HDAC Umístění Nehistonové substráty 
Třída I Zn2+ 
HDAC1 J 
JR: androgenový receptor, SHP; SM: Stat3, 
Smad7;   TF: p53, YY-1, GCMa, Myo-D, E2F-1 
HDAC2  J 
JR: glukokortikoidový receptor; SM: Stat3, 
Smad7; TF: Bcl-6, YY-1 
HDAC3 J 
JR: SHP; SM: Smad7,Stat3; TF: YY-1, GMCa,     
GATA-1, GATA-3, MEF2D, RelA (NFκB) 
Třída IIa Zn2+ 
HDAC8 J SP: aktin 
HDAC4 J/C CR: HP-1; TF: GCMa, GATA-1 
HDAC5 J/C CR: HP-1; SM: Smad7; TF: GCM, GATA-1 
HDAC7 J/C TF: PLAG1, PLAG2 
Třída IIb Zn2+ 
HDAC9 J/C TF: Bcl-6, N-CoR, TEL 
HDAC6 hlavně C CH: Hsp90; JR: SHP; SM: Smad7; SP: α-tubulin 




RE: Ku70; TR: Rb; TF: p53, p73, p300, Bcl-6, 
Myo-D, FOXOs, NFkB, N-CoR, E2F-1; 
Sirt2 C SP: α-tubulin; TF: FOXO 
Sirt3 M AcCoA syntetasa 
Sirt4 M GDH 
Sirt5 M Cytochrom c 
Sirt6 J Telomerický chromatin; WRN 
Sirt7 J RNA pol I; TF: p53 
Třída IV Zn2+  HDAC11 J/C Neznámé 
 
2.2.2 INHIBITORY HISTONDEACETYLAS 
 
Jedním z charakteristických znaků transformovaných buněk je transkripční profil 
odlišný od normální buněčné populace, z které nádorová buňka vznikla. Jsou to změny, jak 
pozitivního (zvýšení transkripce), tak negativního charakteru. Transkripční aktivita bývá právě 
na podkladě deacetylace histonů často omezena u tumor supresorových genů, které odpovídají 
za klíčové procesy, např. za správný průběh a regulaci buněčného dělení a diferenciace, opravu 
poškozené DNA, či za programovanou buněčnou smrt. Inhibicí histondeacetylas by bylo možné 
do určité míry aktivitu těchto genů a tím i regulační pochody proliferace, buněčnou diferenciaci 
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či citlivost k apoptotickým stimulům alespoň částečně obnovit. Velkou výhodou 
histondeacetylas je, že působí jak na dělící se buňky, tak na buňky v klidové fázi. 
V současné době je k dispozici poměrně široká škála inhibitorů histondeacetylas 
(HDACi) jak přírodního tak i syntetického původu, viz Tab. 4. Podle struktury je lze rozdělit 
alespoň do čtyř skupin: deriváty kyseliny hydroxamové, cyklické peptidy, alifatické kyseliny 
a benzamidy. Prvním objeveným HDACi byl trichostatin A – TSA (Yoshida et al., 1990). 
Vorinostat (suberoylanilidhyroxamová kyselina – SAHA) a depsipeptid byly před několika lety 
jako první uvolněné FDA ke klinickému použití jako protinádorová léčiva u kožního                    
T-lymfomu. 
 
Tabulka 4: Inhibitory histondeacetylas. Upraveno podle (Eot-Houllier et al., 2009; Lee 
a Workman, 2007; Eyal et al., 2005). 
 
Strukturní skupina HDACi Cíl 
deriváty kyseliny 
hydroxamové 
TSA Třída I a II 
Vorinostat – SAHA Třída I a II 
LAQ824 Třída I a II 
LBH589 Třída I a II 
alifatické kyseliny 
VPA Třída I a IIa 
butyrát sodný, fenylbutyrát Třída I a IIa 
AN-9 Třída I a IIa 
OSU-HDAC42 Třída I a IIa 
cyklické peptidy depsipeptid, apicidin Třída I a IIb (HDAC1, 6) 
benzamidy 
MS-275 Třída I (HDAC 1, 2, 3) 
MGCD0103 Třída I a IIb (HDAC 1, 2, 4, 6) 
thioláty NCH-51 Třída IIb (HDAC6) 




SIRT 1 a SIRT1-7 
analoga NAD+ karba-NAD+ SIRT1-7 
deriváty 
hydronaftaldehydu 





indoly EX-527 SIRT1 





2.2.2.1 Mechanismus působení inibitorů histondeacetylas 
 
Mechanismy působení HDACi zahrnují 
 alteraci genové exprese v důsledku hyperacetylace histonů, 
 inhibici buněčné odpovědi na stresové podmínky (hypoxie) (Jeong et al., 2002; Hrebackova 
et al., 2010), 
 narušení rovnováhy pro- a antiapoptotických signálů směrem k apoptose vnější nebo vnitřní 
cestou (Richon et al., 2000; Sandor et al., 2000; Ruefli et al., 2001; Zhao et al., 2005; 
Minucci a Pelicci, 2006; Zhang et al., 2006), 
 inhibici buněčného cyklu blokováním cyklin/CDK komplexů zvýšením exprese p21 
a dalšími mechanismy, 
 stabilizaci a aktivaci p53 (Espinosa a Emerson, 2001; Xu, 2003), 
 navození mitotické katastrofy/smrti (Qiu et al., 2000; Xu et al., 2005), 
 buněčnou smrt způsobenou autofagií a senescencí (Shao et al., 2004), 
 metabolický rozvrat a buněčnou smrt v důsledku hromadění reaktivních kyslíkových 
metabolitů (reactive oxygen species – ROS) (Rosato a Grant, 2005; Ungerstedt et al., 2005), 
 další. 
Buněčná odpověď na HDACi závisí kromě koncentrace inhibitoru na jeho typu, délce 
expozice a hlavně na typu buněk, které jsou jeho působení vystaveny. 
 
2.2.2.1.1 Alterace genové exprese navozená hyperacetylací histonů 
 
Histony jsou bazické proteiny s vysokým obsahem argininu a lysinu, které tvoří základní 
kámen nukleosomů a jaderného chromatinu. Rozlišuje se pět skupin histonů: H1/H5, H2A, 
H2B, H3 a H4.  Vždy dvě kopie H2A, H2B, H3 a H4 vytvářejí oktamerovou jadernou strukturu 
nukleosomu, která stabilizuje DNA v délce 147 bp. Jedna kopie H1/H5 histonu stabilizuje 
strukturu mezi dvěma nukleosomovými částicemi tvořenou 10-90 bp DNA a je podstatná pro 
tvorbu kompaktního chromatinu (Mariño-Ramírez et al., 2001; Bhasin et al., 2006). Mimo 
výstavbové funkce mají i funkci regulační, jelikož se podílejí na zpřístupňo-
vání/znepřístupňování cílových sekvencí DNA pro některé proteiny, zejména transkripční 
faktory. 
N-terminální konce histonů jsou místem jejich posttranslační modifikace – acetylace, 
methylace, ubikvitinylace, fosforylace a sumoylace. Modifikací histonu se mění jeho vlastnosti 
a může dojít k interakcím se sousedními nukleosomy nebo proteiny asociovanými 
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s chromatinem. Pomocí těchto interakcí je alespoň zčásti regulována struktura chromatinu 
(Chakravarthy et al., 2005). První experimenty z poloviny devadesátých let zaměřené na vliv 
HDACi na genovou expresi ukázaly, že pouze 2 % genů (z 340 zkoumaných) byly inhibicí 
HDAC ovlivněny (Van Lint et al., 1996). S využitím novějších metodických přístupů (cDNA 
array) bylo později zjištěno, že počet ovlivněných genů může být až 7-10 % z celkového počtu, 
přičemž za relevantní změnu byl považován dvojnásobný nárůst nebo pokles exprese na úrovni 
mRNA (Chambers et al., 2003; Glaser et al., 2003; Mitsiades et al., 2004; Sasakawa, 2005). Na 
počet ovlivněných genů má přímý vliv délka kultivace a koncentrace HDACi. Krátká doba 
expozice a nízké koncentrace HDACi jsou schopny ovlivnit menší počet genů. S vyšší 
koncentrací a prodloužením expoziční doby počet genů s pozměněnou expresí až do určitého 
rozsahu narůstá. Počet genů, jejichž exprese je inhibicí HDAC pozitivně ovliněna, je přibližně 
stejný jako počet genů, jejichž aktivita je naopak utlumena (Kachhap et al., 2010). 
Pravděpodobně nejvíce studovanou posttranslační modifikací histonů je acetylace. Tato 
modifikace umožňuje navázání proteinů nesoucích tzv. bromodoménu vyznačující se afinitou 
k acetyllysinu (histonacetyltransferasy a další proteiny podílející se na remodelaci chromatinu). 
Rozpoznání acetylovaného histonu je tak důležitým mechanismem regulace interakcí protein-
protein u mnoha buněčných procesů, např. remodelace chromatinu a aktivace transkripce 
(Zheng, Zhou, 2002; Khorasanizadeh, 2004; Eberharter et al., 2005). Ovlivnění těchto interakcí 
spolu s účinky na funkci nehistonových proteinů účastnících se různých buněčných pochodů, 
včetně genové transkripce (viz Tab. 3, str. 32), je pravděpodobně nosným mechanismem 
protinádorového účinku HDACi. 
Míra acetylace N-konců histonů a lysinových zbytků dalších uvedených proteinů je dána 
rovnovážným stavem mezi aktivitou komplexů histonacetyltransferas a histondeacetylas. 
Následkem převažující acetylace histonů je chromatinová struktura DNA rozvolněna 
a zpřístupněna pro transkripční faktory, což vede ke zvýšené transkripční aktivitě příslušného 
genomového lokusu. Hypoacetylace naopak chromatin kondenzuje a transkripční aktivita je 
snížena (Kuo, Allis, 1998; Davie, 1998; Backs a Olson, 2006). Uvedený obecný mechanismus 
ale neplatí vždy. Převažující acetyltransferasová aktivita nemusí nutně vést ke zvýšené 
transkripční aktivitě navzdory rozvolněné chromatinové struktuře. Příčina tohoto jevu spočívá 
pravděpodobně v negativním vlivu acetylace na aktivitu nebo stabilitu nehistonových proteinů 






2.2.2.1.2 Inhibice buněčné odpovědi na stresové podmínky (hypoxie) 
 
Růst solidních nádorů je obvykle omezen přístupem nádorových buněk ke kyslíku, který 
je podmíněn stupněm vaskularizace nádorové tkáně. V případě snížené koncentrace kyslíku 
jsou v buňkách aktivovány signalizační dráhy, které buňku adaptují na tyto podmínky (Jang 
et al., 2013). Jedním z klíčových regulátorů adaptace k hypoxii je transkripční faktor HIF-1 (viz 
kapitola Hypoxie a její vliv na buňku, str. 16). HIF-1 se podílí mj. i na neovaskularizaci nádoru 
aktivací genové exprese řady proangiogenních faktorů. 
I když je u nádorů cévní síť strukturně i funkčně abnormální, inhibice její tvorby vede 
k omezení nádorového růstu a je tudíž vhodným cílem protinádorové terapie. Inhibitory 
histondeacetylas potlačují nádorovou angiogenezi ovlivněním stability HIF-1, který je v buňce 
jejich působením degradován. Následně se snižuje exprese jeho cílových genů, především 
VEGF, endoteliální NO synthasy (eNOS) a receptorů pro VEGF (VEGFR-1), viz Tab. 1, str. 
20 (Deroanne et al., 2002; Bolden et al., 2006; Liang et al., 2006; Zupkovitz et al., 2006; 
Montgomery et al., 2007). Aktivita eNOS je navíc kyselinou valproovou negativně ovlivněná 
díky indukci transkripce proteinu destabilizujícího mRNA pro eNOS (Rössig et al., 2002). 
Některé HDACi také inhibují angiogenezi zvýšením exprese antiangiogenních faktorů jako je 
trombospondin-1 a aktivin A, a snížením exprese proangiogenního růstového faktoru 
fibroblastů (basic fibroblast growth factor – bFGF) (Cinatl et al., 2002). 
 
2.2.2.1.3 Ovlivnění rovnovážného stavu pro- a antiapoptotických stimulů 
 
Inhibitory histondeacetylas ovliňují transformované buňky také prostřednictvím změn 
týkajících se apoptotické rovnováhy, a to ve smyslu posunu rovnovážného stavu mezi pro- 
a antiapoptotickými stimuly směrem k apoptose. Apoptosa je proces naprogramované buněčné 
smrti, při kterém je spuštěna kaskáda biochemických procesů vedoucích k smrti buňky 
provázené charakteristickými morfologickými změnami. Změny zahrnují: smrštění buňky 
související s degradací cytoskeletu, fragmentaci jaderného obsahu a v konečné fázi vytvoření 
apoptotických tělísek. Ty mohou být následně odstraněny fagocytujícími buňkami. Při 
apoptotické smrti tak není buněčný obsah vylit do mezibuněčného prostoru a okolní tkáně 
nejsou poškozeny. 
Hlavními efektorovými enzymy apoptosy jsou kaspasy. Tyto cysteinové proteasy jsou 
v buňce konstitutivně exprimovány v neaktivní formě v podobě proenzymu – zymogenu. 
Proenzymy jsou při dostatečném apoptotickém stimulu štěpeny do aktivní formy 
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s kaskádovitým šířením signálu. Jsou popsány dvě dráhy aktivace apoptosy – vnitřní a vnější, 
viz Obr. 8, str. 38. Vnější apoptotická dráha je spuštěna aktivací tzv. receptorů smrti (z angl. 
death receptors). Patří sem Fas (Apo-1, CD95), TNFα receptor 1 (TNFR-1, CD120a), receptory 
DR-3 (Apo-3), DR-4 (TRAIL-R1, CD261), DR-5 (TRAIL-R2, CD262), DR-6 (CD358) 
a receptor ektodysplasinu A (EDAR). Za normálních okolností jsou tyto receptory aktivovány 
po navázání příslušných ligandů – FasL (Fas), TNF (TNFR-1), TRAIL/Apo2-L (DR-4, DR-5) 
a TL1A (DR-3) (Schneider-Brachert et al., 2013). Vytváří se signální komplex DISC (death-
induced signalling complex), který aktivuje tzv. aktivátorové kaspasy – kaspasu 8 a 10. Ty po 
aktivaci štěpí efektorové kaspasy – např. kaspasu 3 a 7. Tento proces je regulován 
prostřednictvím proteinu c-FLIP a snad i dalšími mechanismy, kterými jsou regulátory aktivace 
prokaspasy 8 a 10 (Chang et al., 2002; Schneider-Brachert et al., 2013), a inhibitorem 
apoptotických proteinů – IAP (inhibitor of apoptosis proteins). IAP působí inhibičně jak na 
aktivátorové, tak na efektorové kaspasy.  
 HDACi mohou mít selektivní účinek na expresi receptorů smrti a tím zvýšit citlivost 
buněk k apoptose, resp. navodit apoptosu. Pro receptor DR-5 byla pozorována na různých 
buněčných liniích jeho zvýšená exprese v návaznosti na dávku HDACi pouze u nádorově 
transformovaných buněk, zatímco nenádorové buňky nebyly ovlivněny (Nakata et al., 2004). 
U leukemických a neuroblastomových buněk byly působením HDACi na jejich povrchu ve 
zvýšené míře exprimovány Fas a FasL (Insinga et al., 2005; Glick et al., 1999). Vnější 
apoptotická dráha je tedy HDACi ovlivněna především na úrovni exprese receptorů smrti, jejich 
ligandů a také regulátorů procesu apoptosy. Výsledný efekt na úrovni vnější apoptotické dráhy 
je značně závislý na modelové buněčné linii, koncentraci a typu použitého HDACi a dalších 







Obrázek. 8: Základní schéma drah apoptotické buněčné smrti. Upraveno podle (Goncharenko-
Khaider et al., 2013). 
 
Vnitřní apoptotická dráha je zahajována na úrovni mitochondrií. Při její aktivaci je 
narušena mitochondriální membrána a dochází k uvolnění proteinů z mezimembránového 
prostoru. Proteiny vnitřní dráhy zahrnují cytochrom c, faktor indukující apoptosu (apoptosis 
inducing factor – AIF), Smac/DIABLO, HtRA2 a další. Po uvolnění do cytoplasmy vzniká 
navázáním cytochromu c na cytoplasmatický faktor Apaf-1 (apoptotic protease activation 
factor-1) tzv. apoptosom. Apoptosom aktivuje prokaspasu 9, prostřednictvím které se aktivují 
efektorové prokaspasy 3, 6 a 7. Smac/DIABLO, resp. HtRA2 se podílí na inhibici IAP 
mechanismem přímé interakce resp. interakce s následným enzymatickým štěpením (Wang, 
2001; Suzuki et al., 2001). Funkce faktoru AIF v apoptotickém procesu je na kaspasach 
nezávislá. Po jeho vazbě na DNA je spuštěna kondensace chromatinu a fragmentace DNA 
(Kitagawa a Niikura, 2008). 
Permeabilizace mitochondriální membrány, která předchází uvolnění uvedených 
faktorů do cytosolu, je regulována prostřednictvím pro- a antiapoptoticky působících proteinů 
rodiny Bcl-2. Proapoptotické proteiny (Bax, Bad) jsou aktivovány prostřednictvím proteinu      
t-Bid, který vzniká při aktivaci vnitřní apoptotické dráhy z prekursoru Bid štěpením především 
kaspasou 3. Další alternativou, která vede k aktivaci Bax a Bad, je interakce proapoptotických 
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proteinů (např. Noxa, Puma, Bim) s antiapoptotickými Bcl-2 proteiny – Bcl-2, Bcl-XL (Adams, 
Cory, 1998; Huang, Strasser, 2000) vedoucí k potlačení jejich antiapoptotického vlivu na Bax 
a Bad. Jelikož je Bid možné aktivovat také kaspasou 8, představuje určitou formu propojení 
mezi vnitřní a vnější apoptotickou dráhou a slouží zároveň jako amplifikátor apoptotického 
signálu (Green, 2000). Aktivátory vnitřní apoptotické dráhy tak mohou pozitivně ovlivňovat 
i citlivost buněk k apoptotickým stimulům z vnějšího prostředí. 
Zdrojem signálu pro aktivaci vnitřní apoptotické dráhy bývají různé stresové situace – 
poškození DNA, hypoxie, nedostatek růstových faktorů, oxidační stres a další. Jako biologický 
sensor buněčného stresu, který je při aktivaci vnitřní apoptotické dráhy velmi důležitý, slouží 
p53 (Lowe, Lin, 2000). Aktivní forma p53 ovlivňuje řadu genů souvisejících s vnitřní i vnější 
apoptotickou dráhou. A to ve smyslu zvýšení exprese, která se týká proapoptotických proteinů 
– např. Bax, Bak, PUMA, Noxa a recetorů smrti CD95 a DR-5. Naproti tomu syntéza 
antiapoptotických faktorů (IAP, Bcl-2, Bcl-XL) je aktivovaným p53 potlačena (Bartke et al., 
2001; Hoffman et al., 2002; Ryan et al., 2001; Wu et al., 2001; Herr, Debatin, 2001). p53 
aktivuje i další geny, které citlivost buněk k apoptose ovlivňují – PTEN, Apaf-1, PERP, 
p53AIP1 a geny ovlivňující metabolismus reaktivních metabolitů kyslíku (Hwang et al., 2001; 
Moroni et al., 2001; Ryan et al., 2001; Stambolic et al., 2001). 
Inhibitory histondeacetylas jsou schopny aktivovat i vnitřní apoptotickou dráhu. Děje 
se tak několika mechanismy. Jedním z nich je zvýšení exprese proapoptotických proteinů – 
Bim, Bmf, Bax, Bak a Bid (Ververis et al., 2013). Mechanismus tohoto zvýšení je znám pouze 
u některých z uvedených faktorů. Příkladem je aktivace vnitřní apoptotické dráhy 
proapoptotickým proteinem Bim, který je po kultivaci buněk s HDACi exprimován ve zvýšené 
míře. Na jeho transkripci se po inhibici histondeacetylas pomocí HDACi podílí transkripční 
faktor E2F1, jehož aktivita bývá u mnohých nádorových onemocnění zvýšená a je jedním 
z mechanismů deregulace buněčného cyklu. Zvýšená koncentrace Bim potlačuje 
antiapoptotickou aktivitu Bcl-2 a tím iniciuje vnitřní apoptotickou dráhu. (Zhang et al., 2004; 
Zhao et al., 2005). HDACi ovlivňují také aktivitu regulátorů vnitřní apoptotické dráhy – jejich 
transkripci a/nebo posttranslační modifikaci. Příkladem je proteolytické štěpení Bid.  
Mechanismus působení HDACi na jeho štěpení není ještě zcela pochopen. Pravděpodobně se 
ho neúčastní kaspasy. Není zcela vyloučena možnost, že HDACi indukují ještě 
neidentifikované proteasy, i když některé práce poukazují u štěpení Bid na možnou účast 
kalpainů (Ruefli et al., 2001; Mitsiades et al., 2003; Peart et al., 2003; Willis a Adams, 2005). 
HDACi navíc zatím neznámými mechanismy navozují uvolnění cytochromu c, AIF a Smac 
z mitochondrií s následnou aktivací kaspasy 9. Navíc mohou také zvyšovat jejich expresi 
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(Marks a Dokmanovic, 2005; Lu et al., 2005; Ruefli et al., 2001; Rosato et al., 2006; Xu et al., 
2006).  
Druhým mechanismem, kterým HDACi ovlivňují vnitřní apoptotickou dráhu, je snížení 
exprese antiapoptotických proteinů rodiny Bcl-2 – Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w a Mcl-1, a inhibitorů 
apoptosy (IAP) (Rosato et al., 2006; Xu et al., 2006). Zvýšená exprese antiapoptotických 
proteinů Bcl-2 a Bcl-XL může být jedním z mechanismů ochrany nádorových buněk před 
indukcí apoptosy. V těchto konkrétních případech je navození apoptotické buněčné smrti 
působením HDACi nutné podpořit dodatečnou chemickou inhibicí Bcl-2 (Xu et al., 2006). 
Účinek histondeacetylasových inhibitorů na apoptotickou signalizaci nádorových buněk 
tedy souvisí s jejich aktivitou na úrovni ovlivnění genové exprese (receptory smrti a jejich 
ligandy, pro- a antiapoptotické faktory), regulací aktivity proapoptotických proteinů (indukce 
štěpení Bid) a dalšími, ne zcela pochopenými mechanismy (uvolnění spouštěčů vnitřní 
apoptotické dráhy z mezimembránového prostoru mitochondrií). To, jakým způsobem 
nádorové buňky reagují, závisí na jejich typu, na použitém HDACi, jeho koncentraci, době 
expozice, prostředí (např. normoxie/hypoxie) a dalších podmínkách. 
 
2.2.2.1.4 Ovlivnění buněčného cyklu 
 
Inhibitory histondeacetylas zastavují buněčný cyklus transformovaných buněk. 
Při nižších koncentracích je obvykle zastaven ve fázi G1 (Ververis et al., 2013). U vyšších 
koncentrací HDACi bývá kromě G1 fáze zablokován i přechod G2/M (Richon et al., 2000). 
Zastavení buněčného cyklu ve fázi G1 a G2 bývá spojováno s indukcí p21 
(WAF1/CIP1). p21 je inhibitor kinas závislých na cyklinu (cyclin-dependent kinase – CDK). 
Je jedním z cílových genů, jejichž exprese je inhibicí HDAC zvýšena. Zvýšení exprese koreluje 
se zvýšenou acetylací histonů H3 a H4 v oblasti promotoru pro p21 (Richon et al., 2000). Navíc 
je ovlivněno i složení proteinového komplexu, který je asociován s promotorem pro p21. 
Komplex za normálních okolností obsahuje HDAC1, HDAC2, Myc, BAF155, Brg-1, GCN5, 
p300 a SP1. Inhibice HDAC (vorinostat/SAHA) vede ke snížení obsahu HDAC1 a Myc v tomto 
komplexu a ke zvýšení schopnosti vazby RNA polymerasy II. Ztráta HDAC1 v promotorovém 
komplexu není asociována se snížením jejího množství v buněčném jádru, ovlivněna je zřejmě 
pouze interakce proteinů (Gui et al., 2004). Na zvýšení koncentrace p21 se může podílet také 
p53, který je v případě inhibice histondeacetylas acetylován a následně stabilizován (Nakamura 
et al., 2000; Rodriguez et al., 2000). Indukcí p21 tak dochází k inhibici CDK kontrolujících 
progresi G1 fáze (CDK4, CDK6), přechod G1/S (CDK2) a G2/M (CDK1) a podjednotky DNA 
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polymerasy delta – proliferujícího nukleárního antigenu (PCNA) (Vidal, Koff, 2000). Některé 
HDACi (TSA) byly schopny progresi buněčného cyklu inhibovat i u buněk s vyřazeným genem 
pro p21. Inhibiční účinek je zde pravděpodobně způsobený indukcí inhibitoru cyklin                    
C-dependentních kinas p15 (INK4b) (Hitomi et al., 2003). Dalším inhibičním mechanismem 
může být aktivace exprese p27, který inhibuje aktivitu CDK2 a CDK4 (Vidal a Koff, 2000; 
Nimmanapalli et al., 2003). 
Obecně lze tedy říci, že inhibitory histondeacetylas zvýšují expresi inhibitorů cyklin-
dependentních kinas se současným omezením exprese cyklinů. To vede k defosforylaci 
proteinu pRb, zablokování aktivity transkripčního faktoru E2F a zastavení progrese cyklu. 
U některých buněk může navíc zablokování buněčného cyklu ve fázi G1 vést k diferenciaci 
(Marks et al., 1996). U vorinostatu/SAHA byla tato vlastnost zjištěna dokonce dříve než jeho 
inhibiční účinek na HDAC (Marks a Breslow, 2007). 
 
2.2.2.1.5 Stabilizace a aktivace p53 
 
p53 je nejčastěji mutovaný tumor supresorový gen u lidských nádorů. Je to transkripční 
faktor, který se váže na specifickou sekvenci DNA. Je tvořen několika doménami s různými 
funkcemi, viz obr.9. N-koncová doména (TA) je zodpovědná za samotnou transkripční aktivitu 
a regulaci hladiny p53 v buňce, C-koncovou část tvoří lokalizační signální doména pro jádro 
(NLS), tetramerizační doména (TET) a C-koncová regulační doména (REG) (Ko a Prives, 
1996). p53 se aktivuje ve stresových situacích, například při poškození DNA nebo aktivaci 
onkogenní signalizace. Při poškození DNA se aktivují specifické kinasy (ATR, ATM), které 
následně fosforylují a tím aktivují kinasy Chk1 a Chk2, které fosforylují a stabilizují p53 
inhibicí jeho proteasomální degradace narušením interakce mezi p53 a Mdm2 (s E3 ubikvitin 
ligasovou aktivitou) (Khanna a Jackson, 2001). Druhý způsob aktivace p53 nezávisí na 
poškození DNA. Stabilizaci p53 napomáhá protein p14ARF, který je syntetizován při použití 
alternativního čtecího rámce genu pro inhibitor CDK INK4a/ARF u onkogenní signalizace. 
Vazbou na Mdm2 inhibuje interakci s p53 a tím i jeho proteasomální degradaci (Palmero et al., 
1998, de Stanchina et al., 1998; Zindy et al., 1998). Na stabilizaci p53 se kromě fosforylace 
podílejí i další posttranslační modifikace jako jsou acetylace a sumoylace, které ovlivňují 
interakci mezi p53 a Mdm2. 
Protein vážící CREB (CREB-binding protein, CBP) a p300 jsou schopny koaktivace 
řady transkripčních faktorů včetně p53 (Avantaggiati et al., 1997; Gu a Roeder, 1997; Lill et al., 
1997). Jak p300, tak faktor PCAF, asociovaný s p300/CBP, mají histonacetyltransferasovou 
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aktivitu a při poškození DNA acetylují p53 na regulační a lokalizační signální doméně 
(Sakaguchi et al., 1998; Liu et al., 1999). Fosforylace p53 po poškození DNA působí pozitivně 
na interakci p53 a PCAF/p300 komplexu s následnou acetylací p53 (Sakaguchi et al., 1998; 
Dumaz a Meek, 1999). Acetylace C-koncové domény p53 je důležitá pro nasměrování 
CBP/p300 k promotorům genů řízených p53 (Barlev et al., 2001), protože transkripční aktivita 
p53 je závislá na nasměrování p300 do promotorové oblasti řízených genů (Espinosa 
a Emerson, 2001). 
Acetylace p53, kromě regulace jeho transkripční aktivity, hraje roli i při regulaci jeho 
stability. Zatímco Mdm2 se na p53 váže v oblasti N-koncové domény, C-koncová regulační 
doména je nutná k degradaci p53 zprostředkované Mdm2 (Kubbutat et al., 1998). 
Ubikvitinylace p53 zprostředkovaná Mdm2 probíhá na lysinových zbytcích 370, 372, 373, 381, 
382 a 386. Stejné aminokyselinové zbytky jsou cílem histonacetylas, které acetylací p53 
stabilizují. Mechanismem této ochrany p53 před proteasomální degradací je znemožnění 
ubikvitinylace na cílových aminokyselinových zbytcích (Nakamura et al., 2000; Rodriguez 
et al., 2000). Samotná vazba Mdm2 na p53 není acetylací ovlivněna. 
Aktivní forma p53 aktivuje nebo inaktivuje řadu genů. Ty souvisí s různými procesy: 
apoptotickou dráhou (vnější i vnitřní aktivace), zastavením buněčného cyklu, opravou 
poškozené DNA, metabolismem reaktivních forem kyslíku, angiogenezí a produkcí 
chemotaktických faktorů. Stabilizace p53 může být podpořena inhibitory histondeacetylas 
inhibicí jeho proteasomální degradace na podkladě acetylace C-koncové domény. 
 
 
Obrázek. 9: Doménová struktura p53 a základní funkce vybraných domén. TA-transaktivační 
doména, Pr-doména bohatá na prolin, DBD-doména vázájící DNA, NLS-lokalizační signální 
doména, TET-tetramerizační doména, REG-regulační doména. 
 
2.2.2.1.6 Navození mitotické katastrofy/smrti 
 
Mitotická katastrofa byla poprvé popsána u kvasinek jako smrtí končící fenotyp, který 
je spojený s abnormalitami segregace chromosomů. (Molz et al., 1989). Současná definice 
mitotické katastrofy ji popisuje jako mechanismus, který je citlivý na mitotické poruchy, a který 
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v případě jejich výskytu vede k nevratnému procesu končícímu buněčnou smrtí – apoptosou, 
nekrózou nebo senescencí (Lanz et al., 2013). 
Na mitotickou katastrofu u savčích buněk lze pohlížet jako na poruchu průběhu 
kompletní mitosy po poškození DNA. Druhou variantou je neschopnost buněk zastavit progresi 
buněčného cyklu při takovém poškození, které za normálních okolností zastaví vstup buňky do 
mitotické fáze. Porucha mitosy vede k tetraploidii po jednom buněčném cyklu, (Andreassen 
et al., 2001; Margottin-Goguet et al., 2003) nebo endopolyploidii po několika cyklech dělení, 
která je spojena s rozsáhlým poškozením DNA s následnou opravou. V druhém případě dochází 
k aberantní mitose s poruchami segregace chromosomů nebo k jejich ztrátám. Buňky tento stav 
v závislosti na rozsahu poškození buďto nepřežijí, nebo může dojít k selekci populace, která je 
vůči daným apoptotickým stimulům rezistentní (Ivanov et al., 2003). Schopnost uniknout 
buněčné smrti mitotickou katastrofou je považována za jeden z mechanismů uplatňujících se 
při nádorové transformaci (Vitale et al., 2011). 
Inhibitory histondeacetylas hyperacetylací histonů v heterochromatinu a v blízkosti 
centromér navozují mitotické defekty u nádorových buněk. Mechanismem je narušení struktury 
a správné funkce centroméry a pericentrického heterochromatinu, u kterého je porušena 
interakce s dalšími proteiny (Taddei et al., 2001; Cimini et al., 2003). Inhibice HDAC navíc 
ovlivňuje i fosforylaci proteinů regulujících průchod buňky mitotickou fází (BubR1, hBUB1 
a dalších). V důsledku toho buňky pravděpodobně podstupují hůře regulovanou mitosu 
spojenou s aberantní chromosomovou segregací a chromosomálními ztrátami (Dowling et al., 
2005; Robbins et al., 2005). U specifické inhibice HDAC6 vedoucí ke zvýšené acetylaci             
α-tubulinu, komponenty mitotického tělíska, nebyl vliv na progresi buněčného cyklu pozorován 
(Haggarty et al., 2003). 
 
2.2.2.1.7 Buněčná smrt způsobená autofagií a senescencí 
 
Autofagie je proces, který pomáhá buňkám udržet homeostasu ve stresových 
podmínkách. Cytoplasmatické proteiny a organely jsou v jeho průběhu degradovány a následně 
slouží jako zdroj energie (Klionsky a Emr, 2000). U eukaryotických buněk jsou popsány tři 
typy autofagie: makroautofagie, mikroautofagie a chaperony zprostředkovaná autofagie 
(Mizushima a Klionsky, 2007). 
Mikroautofagií jsou degradovány proteiny cytoplasmy po jejich obklopení lysosomální 
membránou. Autofagie zprostředkovaná chaperony degraduje proteiny obsahující motiv 
KFERQ, který je rozeznáván chaperonem Hsc70. Tyto proteiny jsou transportovány 
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k lysosomální membráně a pomocí Lamp-2 translokovány do lumen lysosomu, kde jsou 
degradovány (Chiang et al., 1989; Cuervo a Dice, 1996; Cuervo a Dice, 2000; Massey et al., 
2006). Hlavní cestou degradace intracelulárních komponet za účelem získání energie je 
makroautofagie. U tohoto procesu jsou buněčné součásti, jako proteinové agregáty nebo 
organely, obklopeny a obaleny membránou, a vzniká struktura s dvojitou membránou – 
autofagosom (Mizushima et al., 2002). Autofagosomy fúzují s lysosomy a jejich obsah 
je degradován. 
Aberantní regulace autofagického procesu může vést k některým onemocněním – 
neurodegenerativním chorobám nebo zhoubným nádorům (Shintani a Klionsky, 2004; Levine 
a Kroemer, 2008). Roli hraje také při imunitních procesech, protože prostřednictvím autofagie 
je možná efektivní eliminace intracelulárních patogenů (Nakagawa et al., 2004; Gutierrez et al., 
2004; Xu et al., 2007a). 
Buněčná senescence byla poprvé popsána roku 1961 (Hayflick a Moorhead, 1961). 
U kultivovaných buněk, které zpočátku prochází fází rychlé proliferace, jsou chromosomové 
telomery zkracovány. To vede k postupnému prodloužení generační doby a končí stavem, kdy 
dělení ustane. Tento stav, kdy jsou buňky ve fázi trvale zastaveného buněčného cyklu, se 
nazývá replikační senescence. 
Inhibitory histondeacetylas navozují u nádorových buněk autofagickou smrt nebo 
senescenci. Na příkladu HeLa buněk bylo ukázáno, že inhibitory histondeacetylas (butyrát, 
vorinostat/SAHA) jsou schopny navodit buněčnou smrt u buněk, které jsou rezistentní 
k apoptotickým stimulům. Usmrcené buňky vykazovaly jasné známky autofagické smrti (Shao 
et al., 2004). V jiné studii byl senescenční fenotyp nádorových buněk pozorován při kultivaci 
buněk s vorinostatem/SAHA. Ten byl navíc spojen s obrazem polyploidních buněk, 
pravděpodobně v důsledku mitotických defektů (Xu et al., 2005).   
 
2.2.2.1.8 Metabolický rozvrat v důsledku hromadění reaktivních kyslíkových 
metabolitů 
 
Reaktivní kyslíkové metabolity zahrnují molekuly obsahující nestabilní formu kyslíku 
(ROS). Pro tyto struktury je charakteristická přítomnost nepárových elektronů nebo peroxidové 
formy kyslíku, což je činí extrémně reaktivními. Interagují s různými molekulami, jako jsou 
proteiny, DNA, lipidy a sacharidy (Buonocore et al., 2010). Jejich hlavní funkcí je ochrana 
organismu – systémy generující ROS jsou součástí vrozené imunity a tvoří první linii obrany 
před patogeny (syntesa baktericidních látek při oxidativním vzplanutí). Aktivní kyslíkové 
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metabolity jsou navíc produkovány ve všech buňkách enzymy v cytosolu (xantinoxidasou, 
cyklooxygenasou a dalšími) a v mitochondriích. Kromě imunity se podílejí i na dalších 
důležitých fyziologických procesech jako jsou buněčná signalizace a hojení ran (odstraňování 
apoptotických či nekrotických buněk) a pravděpodobně i na adaptaci buněk k hypoxii. 
Pro stabilizaci HIF-1α za hypoxických podmínek je potřebná přítomnost funkčních 
mitochondrií, respektive produkce ROS mitochondriemi. Ty se zatím neznámým způsobem 
podílejí na inhibici hydroxylace HIF-1α prolylhydroxylasami a zvyšují aktivitu HIF-1 
omezením jeho proteasomální degradace (Sena a Chandel, 2012). Z hlediska signalizace jsou 
ROS důležité například při regulaci signalizace cytokiny, insulinem a růstovými faktory 
(Finkel, 1998). Negativní dopad ROS je patrný z jejich účasti na rozvoji některých chorob, jako 
jsou například kloubní a neurodegenerativní onemocnění, astma a nádory (Storz, 2005; Bryan 
et al., 2012). Zde se ROS poškozovaním buněk tkáně podílejí na rozvoji onemocnění jako 
takového. U nádorových onemocnění může produkce ROS přispívat v iniciační fázi k buněčné 
transformaci a dále pak ke kumulaci mutací v důsledku ROS-zprostředkovaným poškozením 
DNA. V případě, že jsou kyslíkové metabolity produkovány ve větším rozsahu, než je buňka 
schopna tolerovat, dochází k metabolickému rozvratu nebo aktivaci signalizace vedoucí 
k buněčné smrti. 
Inhibitory histondeacetylas navozují akumulaci ROS v transformovaných buňkách, 
která pravděpodobně vede k jejich usmrcení. Tento proces probíhá v kultivovaných buňkách 
několik hodin před rozpadem mitochondrií a zahájením aktivace vnitřní apoptotické dráhy. 
Vychytávače volných radikálů, jako např. N-acetylcystein, jsou schopny HDACi navozenou 
buněčnou smrt do jisté míry potlačit (Ruefli et al., 2002; Rosato et al., 2003). Účinek kumulace 
ROS je dále posílen vlivem na expresi proteinů, regulujících aktivitu vychytávačů radikálů. 
HDACi zvyšují expresi proteinu 2 vážícího thioredoxin (thioredoxin (Trx) binding protein          
2 – TBP2) a tím potlačují správnou funkci Trx v transformovaných buňkách (Butler et al., 2002; 
Ungerstedt et al., 2005). Ten se kromě jiného podílí na inhibici kinasy regulující apoptotické 
signály (apoptosis signal regulating kinase – ASK1), která je v přítomnosti HDACi rovněž 
exprimována ve zvýšené míře (Saitoh et al., 1998). ASK1 se podílí na proapoptotické 
signalizaci zvýšením exprese proteinu Bim, pravděpodobně prostřednictvím aktivace 
transkripčního faktoru E2F (Tan et al., 2006). Je diskutabilní, zda je zvýšená produkce nebo 
akumulace kyslíkových metabolitů v buňce po působení HDACi příčinou její smrti, nebo jestli 
se jedná pouze o důsledek aktivace signalizačních drah, které spouští mechanismy vedoucí 




2.2.2.1.9 Další mechanismy působení inhibitorů histondeacetylas 
 
Kromě uvedených mechanismů působení na nádorové buňky jsou HDACi schopny 
zasahovat i do dalších buněčných procesů, např: ovlivňují funkci chaperonového proteinu 
Hsp90 (protein teplotního šoku 90, heat shock protein 90), signalizaci pomocí proteinkinas, 
aktivitu proteinfosfatasy 1 a správnou funkci agregosomu. Hsp90 je ATP-dependentní 
chaperonový protein o molekulární hmotnosti 90 kDa. Podílí se na svinování, aktivaci a stabi-
lizaci „klientských“ proteinů. Samotná aktivita Hsp90 je sérií konformačních změn a interakcí 
s klientským proteinem a tzv. kochaperony, která je závislá na hydrolýze ATP (Workman et al., 
2007). Klientské proteiny jsou definovány jako bílkoviny, které jsou schopné vazby na Hsp90, 
a jejichž množství v buňce po inhibici Hsp90 klesá, pravděpodobně v důsledku nesprávného 
svinutí s následnou proteasomální degradací. V současnosti je známo více než 100 klientských 
proteinů Hsp90. Jejich funkce je různá, ovšem mnohé z nich jsou proteiny účastnící se buněčné 
signalizace a transkripce DNA – kinasy a transkripční faktory. Některé z nich jsou v podstatě 
onkoproteiny využívané nádorovými buňkami při onkogenní signalizaci (EGFR, CDK4, AKT, 
bcr-abl, estrogenové a androgenové receptory, HIF-1, katalytická podjednotka telomerasy 
hTERT a další) (Workman et al., 2007; Pearl et al., 2008). Hsp90 je ve vysoké míře exprimován 
také v buňkách zdravé tkáně, kde se svojí funkcí podílí na udržování homeostasy. 
U transformovaných buněk je Hsp90 v porovnání se zdravými buňkami přítomen obvykle ve 
vyšších koncentracích a ve formě, tzv. multichaperonového komplexu (Kamal et al., 2003). Ten 
je využíván zejména k podpoře labilních forem aktivovaných onkoproteinů a tím pádem 
k redukci buněčného stresu způsobeného maligním fenotypem (Workman et al., 2007; Trepel 
et al., 2010). 
Inhibitory histondeacetylas jsou schopny inhibicí HDAC6 navodit akumulaci 
acetylované formy Hsp90 v buňce. Hsp90 a HDAC6 spolu fyzicky interagují a navzájem se 
regulují prostřednictvím acetylace a deacetylace (Aoyagi a Archer, 2005). Acetylovaná forma 
Hsp90 je inaktivní pravděpodobně v důsledku ovlivnění vazby ATP (Bali et al., 2005; Kovacs 
et al., 2005). HDACi se mohou uplatnit, pokud jsou transformované buňky závislé na 
signalizaci, jejíž funkčnost je ovlivněná Hsp90 (signalizace pomocí hormonálních receptorů, 
bcr-abl, Akt). Po inhibici HDAC6 je tato signalizace narušena a tím může být omezena např. 
proliferační schopnost nádorových buněk nebo jejich odolnost k apoptose (Kaliszczak et al., 
2013). 
Jednou ze základních vlastností všech organismů je schopnost reagovat na podněty 
z vnějšího prostředí. Reakce se odehrávají jak na úrovni celého organismu, tak na úrovni 
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buněčné. V rámci buňky je mnoho procesů, které jsou všechny méně nebo více složitým 
způsobem regulovány, a které zajišťují udržení homeostasy. K regulačním mechanismům patří 
také buněčná signalizace založená na kinasach aktivovaných mitogenem – MAPK (mitogen-
activated protein kinase), dále na proteinkinase C a Wnt signalizaci. Tyto dráhy regulují 
důležité procesy jako je buněčný růst, diferenciace a motilita, apoptosa, angiogeneze a další 
(Leppä et al., 1998; Carter, 2000; Kermorgant et al., 2001; Leppä et al., 2001; Teicher et al., 
2001a; Teicher et al., 2001b). Inhibitory histondeacetylas tyto signalizační dráhy ovlivňují – 
aktivují MAPK/ERK, potlačují signalizaci pomocí proteinkinasy C a Wnt signalizaci. 
Výsledkem je buněčná diferenciace a omezení nádorového růstu (Leppä et al., 1998; Chen et al, 
2000; Leppä et al., 2001; Chen et al., 2004; Zhu et al., 2004). Naproti tomu některé práce 
ukazují spojitost mezi aktivací MAPK a rezistencí na některé HDACi (Ozaki et al., 2006; 
Matsubara et al., 2009). Přesné mechanismy účinku HDACi na uvedené signalizační pochody 
zatím nejsou zcela objasněny a vzhledem k částečně protichůdným nálezům vyžadují další 
zkoumání.  
Proteinová fosfatasa 1 (protein phosphatase 1 – PP1) je jedna z nejvíce zastoupených 
fosfatas v buňce. Podílí se na regulaci mnoha buněčných pochodů: metabolismu glykogenu, 
transkripce, vezikulárního transportu, odpovědi na poškození DNA a progresi buněčného cyklu. 
Substrátovou specifitu katalytické podjednotky PP1 ovlivňuje řada regulačních podjednotek, 
které s ní interagují (Ceulemans a Bollen, 2004; Virshup a Shenolikar, 2009). Jedním 
z interagujících proteinů jsou i histondeacetylasy. Komponenty fosfatasových komplexů jsou 
HDAC6, HDAC1 a HDAC10. HDACi jsou schopny interakci HDAC s těmito komplexy 
narušit a tím PP1 aktivovat (Brush et al., 2004; Chen et al., 2005). Vzhledem k řadě funkcí, 
které v buňce PP1 zastává (mimo jiné defosforyluje a inaktivuje Akt, která se podílí na 
antiapoptotické signalizaci), se lze domnívat, že její ovlivnění může být jedním z mechanismů 
protinádorových účinků HDACi. 
Nově syntetizované proteiny jsou po translaci svinovány do funkční podoby. Malé 
proteiny se svinují přes sérii meziproduktů do konečné proteinové formy. Během tohoto 
procesu mají obvykle částečně svinuté proteiny pro přechodnou dobu do okolního prostředí 
vystaveny hydrofobní úseky svého řetězce. To představuje pro syntetizované proteiny určité 
riziko proteinové agregace bez zaujmutí správné funkční konformace. Na svinování proteinů 
má vliv pH, teplota, iontová síla roztoku a oxidačně-redukční vlastnosti prostředí (Gottesman 
et al., 1997; Wickner et al., 1999). Tvorba agregátu probíhá obvykle kotranslačně a je pro buňky 
toxická. Špatně svinuté nebo agregované proteiny jsou v buňce odtraňovány buďto 
opakovaným svinutím proteinů pomocí chaperonů, proteasomální degradací nebo 
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prostřednictvím tzv. agresomů (Garcia-Mata et al., 2002). Jednotlivé agresomální částice, 
složené z většího množství nesprávně svinutých proteinů, jsou v buňce aktivně transportovány 
a hromaděny na jednom místě ve formě agresomu. Transport probíhá pomocí dyneinu a vyža-
duje intaktní tubulární strukturu. Agresom je v buňce částečně redukován chaperony a proteaso-
my. Jeho kompletní odstranění probíhá autofagií. 
HDAC6 je pro formování agresomu důležitá, protože se podílí na transportu 
polyubikvitinylovaných proteinů k dyneinu s následným transportem do agresomu (Kawaguchi 
et al., 2003). HDAC6 také aktivuje expresi chaperonových proteinů v závislosti na přítomnosti 
proteinových agregátů a deacetylací aktivuje Hsp90 (Boyault et al., 2007). Inhibicí HDAC6 
dochází ke zvýšení citlivosti buněk na stres způsobený hromaděním nesprávně svinutých 
proteinů, který může navodit jejich usmrcení (Kawaguchi et al., 2003). 
 
2.2.3 REZISTENCE NA INHIBITORY HISTONDEACETYLAS 
 
Rezistence nádorů k léčbě představuje velký problém klinické onkologie. Obdobně jako 
je tomu u ostatních protinádorových léků, vyvíjí se rezistence i k inhibitorům histondeacetylas. 
Mechanismy ochrany nádorových buněk proti účinku HDACi byly identifikovány in vitro na 
buněčných liniích, které byly selektovány na základě dlouhodobého působení HDACi nebo 
zkoumáním transfekovaných buněčných linií, které tak ve zvýšené míře exprimovaly proteiny 
zprostředkující rezistenci. Na rezistenci k HDACi se tak podílí: transportní proteiny vylučující 
léčivo z buňky, proteiny podílející se na regulaci buněčného cyklu, mechanismy zajišťující 
zvládání oxidačního stresu, antiapoptotické proteiny, změněná exprese histondeacetylas, 
modulace buněčné signalizace a zvýšená aktivita některých transkripčních faktorů. Tyto 
mechanismy vycházejí z popsaných účinků HDACi (viz kapitola Mechanismus působení 
inibitorů histondeacetylas, str. 34) a do jisté míry tak omezují efekt působení jak samotných 
HDACi, tak i jejich kombinaci s dalšími terapeutiky. 
Jednou z nejčastějších změn v buněčném fenotypu, která bývá spojena s mnohočetnou 
lékovou rezistencí nádorových buněk, je zvýšená exprese transportních proteinů, které jsou 
schopny aktivně transportovat léčivo z buňky – ABC transportéry (ATP binding cassette 
transporter). Mezi tyto transportéry patří i P-glykoprotein. Jeho syntéza bývá zvýšená 
působením různých HDACi – butyrátu, trichostatinu A, romidepsinu (depsipeptid) a VPA 
(Mickley et al., 1989; Frommel et al., 1993; Lee et al., 1994; Jin a Scotto, 1998; Cerveny et al., 
2007). V současnosti je z uvedené skupiny HDACi prokázaným substrátem pro P-glykoprotein 
pouze romidepsin. Zvýšená exprese P-glykoproteinu nebo dalších proteinů zajišťujících 
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vylučování léčiva z buňky se proto jeví spíše jako důsledek jejich působení než jako ochranný 
mechanismus buněk. To platí pro HDACi patřící do skupiny derivátů kyseliny hydroxamové 
a k alifatickým kyselinám, viz Tab. 4, str. 33. 
HDACi ovlivňují buněčný cyklus navozením exprese inhibitorů cyklin-dependentních 
kinas se současným omezením exprese cyklinů. Indukce cílového genu pro p21, který je 
zodpovědný za zastavení buněčného cyklu ve fázi G1, je jedním z mechanismů, kterým HDACi 
ovlivňují růst nádorových buněk. Některé práce ovšem ukazují, že právě indukce p21 
představuje pro buňku určitou formu ochrany před usmrcením. p21 deficitní buňky nebo buňky 
ošetřeny antisense RNA komplementární k mRNA p21 byly k působení některých HDACi 
citlivější než buňky, které byly schopny normální exprese p21 (Vrana et al., 1999; Sandor et al., 
2000; Nguyen et al., 2003). Zvýšení citlivosti buněk k HDACi bylo dosažené působením 
flavopiridolu i temisirolimu, které omezují zvýšenou expresi p21 (Almenara et al., 2002; Rosato 
et al., 2004; Yazbeck et al., 2008). 
HDACi jsou schopny navodit v nádorových buňkách akumulaci reaktivních metabolitů 
kyslíku – ROS, která vede v konečném důsledku k jejich usmrcení. Existují mechanismy, které 
omezují léčivem navozený oxidační stres v buňce. Jak bylo popsáno výše, HDACi zvyšují 
expresi proteinu 2 vážícího thioredoxin a tím potlačují funkci thioredoxinu v buňce (Butler 
et al., 2002; Ungerstedt et al., 2005). Zvýšená exprese thioredoxinu a dalších proteinů, které se 
podílejí na metabolismu ROS tak zřejmě představuje ochranný mechanismus buněk před 
oxidačním stresem způsobeným HDACi (Ungerstedt et al., 2005; Xu et al., 2006; Powis 
a Kirkpatrick, 2007; Chen et al., 2008).  
Dalším mechanismem, kterým se nádorové buňky brání účinkům HDACi a dalších 
terapeutik, je zvýšená exprese antiapoptotických proteinů. Vyšší hladiny Bcl-2 a Bcl-XL 
navozují rezistenci nádorových buněk k apoptose po vystavení vorinostatu, dacinostatu, 
panobinostatu a romidepsinu. Současné působení HDACi a inhibitoru funkce Bcl-2 
proapoptotickou signalizaci obnovuje (Vrana et al., 1999; Newbold et al., 2008; Ellis et al., 
2009). Omezení proapoptotické signalizace po působení HDACi může být u nádorových buněk 
způsobeno také sníženou expresí proapoptotických proteinů (Yang et al., 2009). 
Rezistence k HDACi byla rovněž zjištěna u buněk, které exprimují zvýšené množství 
cílů HDACi – histondeacetylas nebo u buněk, které mají tyto enzymy mutací pozměněny 
(Yoshida et al., 1990; Bandyopadhyay et al., 2004; Ropero et al., 2006). Přímá souvislost mezi 
klinickým účinkem HDACi a úrovní exprese HDAC ješte ale nebyla definitivně prokázána. 
Snížený efekt HDACi na nádorové buňky je dáván do souvislosti také s aktivitou některých 
transkripčních faktorů. Patří sem transkripční faktory rodiny STAT (signal transducer and 
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activator of transcription) a transkripční komplex NF-κB (Dai et al., 2005; Duan et al., 2007; 
Fantin et al., 2008; Diaz et al., 2011). Omezení jejich funkce pomocí inhibitorů – v případě 
STAT i NF-κB inhibitorů jejich fosforylace – vede ke zvýšení citlivosti buněk k HDACi. 
  
2.2.4 KYSELINA VALPROOVÁ 
 
Kyselina valproová (obr. 10) je malá, osmiuhlíkatá rozvětvená mastná kyselina. Poprvé 
byla syntetizovaná ve snaze nalézt nová organická rozpouštědla Burtonem (Burton, 1882). Její 
antiepileptické vlastnosti byly objeveny až roku 1963 (Meunier et al., 1963). Koncem 
šedesátých a začátkem sedmdesátých let byla schválena pro klinické použití jako 
antiepileptikum ve Francii a Spojených státech amerických (Blaheta a Cinatl, 2002; Blaheta 






Obrázek 10: Struktura kyseliny valproové 
 
Struktura a chemické vlastnosti kyseliny valproové umožňují její snadné podávání. 
Obvykle bývá podávána orálně ve formě hořečnaté nebo sodné soli. Kromě léčby epilepsie je 
rovněž používána při terapii bipolárních poruch a migrén. Její účinek pravděpodobně spočívá 
v podpoře funkce neurotransmiteru GABA, ovlivnění NMDA-zprostředkované excitace 
a blokování napětím řízených sodných kanálů (Rosenberg, 2007; Martella et al., 2008; 
Chateauvieux et al., 2010). Poločas VPA v séru je 7-16 hodin, efektivní koncentrace se 
pohybuje v rozmezí 0,5 – 1,0 mM. Metabolizace probíhá především v játrech a ve formě 
glukuronátu je vylučována močí. Vedlejší účinky terapie jsou velmi mírné (závratě, útlum, třes), 
gastrointestinální toxicita a další (polycystická ovária, encefalopatie) (Wood et al., 2005; 
Gerstner et al., 2008). Pouze ve výjimečných případech u pacientů s hemoragickou 
pankreatitidou, koagulopatií nebo myelosupresí mohou nastat vážné komplikace (selhání jater). 
VPA má navíc teratogenní účinky (defekty neurální trubice, kraniofaciální, kardiovaskulární 





Protinádorový účinek kyseliny valproové 
 
Již dlouhou dobu je známo, že transformované buňky vykazují aberantní expresní profil. 
Existuje několik způsobů, které dokáží tyto změny alespoň částečně farmakologicky korigovat. 
Jeden z nich je podávání inhibitorů histondeacetylas (HDACi), mezi které patří i VPA. U VPA 
byla v poslední dekádě popsána protinádorová aktivita v in vitro a in vivo experimentech. 
Inhibiční účinek na proliferaci gliomových buněk byl poprvé popsán již dříve v práci 
publikované Martinem a Reganem (Martin a Regan, 1991). VPA i další HDACi byly 
identifikovány jako látky účinně potlačující růst a podporující diferenciaci nádorových buněk. 
Účinnost VPA byla dále popsaná in vitro u neuroblastomů (Cinatl et al., 1997), leukémií 
(Kawagoe et al., 2002; Tang et al., 2004), meduloblastomů (Li et al., 2005), nádorů prsu (Olsen 
et al., 2004; Chavez-Blanco et al., 2006) a prostaty (Iacopino et al., 2008). Tyto informace byly 
dále potvrzeny i v preklinických studiích (Bolden et al., 2006; Carey a La Thangue, 2006; 
Marchion, Munster, 2007; Chateauvieux et al., 2010). 
Přesný mechanismus účinku VPA na nádorové buňky není zcela znám. Možných 
vysvětlení je více a zahrnují: inhibici HDAC skupin I a IIa (HDAC1 a HDAC3) (Gottlicher 
et al., 2001; Phiel et al., 2001) a aktivaci jejich proteasomální degradace (Kramer et al., 2003), 
ovlivnění Wnt signalizace, inhibici proteinkinasy C (Blaheta a Cinatl, 2002) a demethylaci 
DNA (Detich et al., 2003; Carew et al., 2008). Dále byl popsán také antiangiogenní účinek 
(Michaelis et al., 2004; Michaelis et al., 2006) a vliv na sestřih, transport a integritu mRNA 
nehistonových proteinů, ovlivnění translace, aktivity a stability syntetizovaného proteinu a jeho 
interakcí s ostatními buněčnými složkami (Spange et al., 2009). Navození hyperacetylace 
histonů H3 a H4 a dalších proteinů v důsledku inhibice HDAC se změnou expresního profilu 
buněk je pravděpodobně nosným mechanismem protinádorového působení VPA (Phiel et al., 
2001). 
 
2.2.5 CHEMOTERAPIE KOMBINACÍ INHIBITORŮ HISTONDEACETYLAS         
A KONVENČNÍCH CYTOSTATIK 
 
Většina chemoterapeutik používaných v protinádorové terapii nemá v tolerovatelných 
dávkách schopnost eliminace nádorových buněk, a navíc se u monoterapie zpravidla záhy vyvíjí 
chemorezistence. Z tohoto důvodu bývá při terapii podávaná kombinace více cytostatik 
a součástí protinádorové terapie je i podpůrná terapie, což zvyšuje efektivitu léčby. 
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Situace u HDACi je podobná. I když samy o sobě vykazují protinádorové účinky, jejich 
efektivita je omezena pouze na některé nádory. Na základě zkušeností se současným použitím 
různých druhů terapie, resp. chemoterapeutik, HDACi byly a jsou zkoumány v kombinaci 
s dalšími protinádorovými léčivy nebo ostatními druhy terapie. V současnosti probíhá řada 
klinických studií, u kterých jsou zkoušeny HDACi ve formě monoterapie nebo častěji 
v kombinaci s dalšími cytostatiky a/ nebo s chemoterapií (Ma et al., 2009). HDACi jsou 
kombinovány s léčivy s různým terapeutickým mechanismem účinku (pro přehled viz. Xu et al., 
2007b; Hrebackova et al., 2010; Kim a Bae, 2011; Stiborova et al., 2012b), nebo dalšími 
terapeutickými postupy: 
 epigenetická terapeutika (inhibitory methylace DNA – azacytidin, deoxycytidin; inhibitor 
demethylace histonů – tranylcypromin), 
 látky podoporující tvorbu ROS (adaphostin, β-fenylethyl isothiokyanát), 
 stabilizátory mikrotubulů (taxany), 
 proteasomální inhibitory (monoklonální protilátky – bortezomib, marizomib, carfilzomib), 
 látky poškozující DNA (doxorubicin, epirubicin, cisplatina, 5-fluorouracil, ellipticin a další) 
a radioterapie, viz kapitola Inhibitory histondeacetylas a látky poškozující DNA, str. 54, 
 další (antimetabolity – fluorodeoxyuridin a gemcitabin; transkripční regulátory – trans-
retinová kyselina, vitamin D3 a jeho analoga, inhibitory NFB – I Kappa B Alfa; inhibitor 
Hsp90 – 17-alylaminodemethoxygeldanamycin; trastuzumab – monoklonální protilátka 
proti Her2/Neu receptoru; inhibitory signálních drah – protilátka proti tyrosinkinase bcr-abl 
– imatinib). 














Tabulka 5: Probíhající klinické studie VPA v kombinaci s dalšími cytostatiky nebo léčbou 
(převzato a upraveno podle www.clinicaltrials.gov) 
 
Léčivo/léčiva v 
kombinaci s VPA 
Terapeutický účinek Cílové onemocnění Fáze 
Decitabin Inhibice methylace DNA 
Akutní myeloidní leukémie dospělých, 
lymfom z malých lymfocytů / chronická 
lymfatická leukémie 
1 
Imatinib Inhibice signalizace BCR/Abl Chronická myeloidní leukémie 2 
Karboplatina + azacytidin 
Poškození DNA, inhibice methylace 
DNA 
Solidní nádory (ovariální) 1 
Karenitecin Inhibice topoisomerasy Maligní melanom 1,2 
131I Systémová radioterapie Thyroidální nádory 2 
Decitabin Inhibice methylace DNA Nemalobuněčný karcinom plic 1 
Azacytidin Inhibice methylace DNA Pokročilé nádory různého původu 1 
Bevacizumab + 
temsirolimus 
Inhibice VEGF-A, inhibice kinasy 
mTOR 
Pokročilé nádory různého původu 1 
Etoposid Inhibice topoisomerasy 
Pokročilé neuroektodermální nádory, 
nádory s mozkovými metastázemi 
1 
Decitabin Inhibice methylace DNA 
Burkittův lymfom, difuzní velkobuněčný 
lymfom, lymfom z plášťových buněk 
1 
Bevacizumab Inhibice VEGF-A Pokročilé nádory různého původu 1 
Sorafenib tosylát + 
sildenafil citrát 
Inhibice tyrosin proteinkinas (VEGFR, 
PDGFR), inhibice P-glykoproteinu 
Glioblastom 2 
Vinorelbin, cisplatina 
Chemoradioterapie, poškození DNA, 
depolymerizace mikrotubulů 





Chemoradioterapie, poškození DNA Nádor hlavy a krku 2 
Azacytidin Inhibice methylace DNA 






Inhibice BCR/Abl, tyrosinkinasy EGFR, 
EGFR+Her2/Neu, anti-angiogenní účinek 
+ apoptosa, inhibice tyrosin proteinkinas 
(VEGFR, PDGFR) 
Solidní nádory 1 
Radioterapie, pak 
bevacizumab 
Radiační usmrcení, inhibice VEGF-A Gliomy vyššího stupně 2 
Gemcitabin, beva-
cizumab, docetaxel 
Inhibice replikace DNA (analog), 
inhibice VEGF-A, stabilizace 
mikrotubulů 
Různé formy sarkomů 1,2 
Cladribin Inhibice syntézy DNA (purinový analog) Chronická lymfocytární leukémie 1,2 
Radiační terapie + 
temozolomide 
Radiační usmrcení, alkylace DNA Nádory s mozkovými metastázemi 1 
Temsirolimus  Inhibice kinasy mTOR 
Nádory CNS, sarkomy, solidní nádory 
dětského věku 
1 
Epirubicin, epirubicin + 
5-fluorouracil + 
cyklofosfamid 
Inhibice topoisomerasy + interkalace do 
DNA, inhibice syntézy DNA 
(pyrimidinový analog), poškození DNA 
(alkylace) 
Pokročilé nádory různého původu 1 
Adriamycin, 
cyclofosfamid, vindesin 
Poškození DNA (interkalace, navázání), 
alkylace DNA, inhibice tubulinové 
polymerizace 
Malobuněčný karcinom plic 2 







2.2.5.1 Inhibitory histondeacetylas a látky poškozující DNA 
 
 
HDACi jsou schopny potencovat účinek terapie zaměřené na poškození DNA 
nádorových buněk – chemoterapie a radioterapie. Jak již bylo zmíněno v kapitole Mechanismus 
působení inibitorů histondeacetylas, jedním z důsledků působení HDACi je navození 
hyperacetylace histonů. Zvýšenou acetylací je struktura chromatinu ovlivněna ve smyslu 
rozvolnění jeho struktury. DNA – poškozující chemoterapeutika tak mají pro svou funkci lépe 
přístupnou molekulu DNA (Kim et al., 2003; Thurn et al., 2011). Tím je chemoterapie 
a radioterapie efektivnější, a umožňuje účinnou aplikaci chemoterapeutik v nižších dávkách 
tam, kde je potřeba omezit nežádoucí účinky léčby. Další mechanismus, kterým HDACi zvyšují 
účinek chemoterapie a radioterapie, je inhibice/oddálení oprav zlomů DNA. Tato hypotéza je 
podporována zjištěním, že při kombinované terapii HDACi a látkami poškozujícími DNA je 
v buňce prodloužená přítomnost fosforylované formy histonu H2A – γ-H2AX, který je časným 
ukazatelem dvouvláknových zlomů DNA (Geng et al., 2006). Ovlivněna je také aktivace 
proteinkinasy kontrolního bodu buněčného cyklu Chk2 (Chen et al., 2009). HDACi mohou 
účinek dalších terapeutických přístupů ovlivňovat také prostřednictvím pozměnění genové 
exprese buněk. A to zejména zásahem do exprese proteinů podílejících se na opravách 
poškozené DNA a proteinů buněčné signalizace, které rozhodují o přežití buňky nebo spuštění 
apoptosy (Zhang et al., 2006; Hrebackova et al., 2010; Cipro et al., 2012). 
Synergistický efekt HDACi a chemoterapeutik, které poškozují DNA, byl prokázan 
v mnoha studiích. K preparátům, které jsou schopné HDACi podpořit, patří: interkalační látky, 
inhibitory topoisomerasy, látky kovalentně se vážící na DNA a inhibitory DNA replikace (např. 
doxorubicin, epirubicin, cisplatina, ellipticin a další). Kromě chemoterapie HDACi potencují 
i účinek radioterapie. (Deb et al., 2001; Munshi et al., 2005; Karagiannis et al., 2005, 2006, 
2007; Friedmann et al., 2006; Munshi et al., 2006; Schuchmann et al., 2006; Zhang et al., 2006; 
Catalano et al., 2007; Chen et al., 2007; Harikrishnan et al., 2008; Chen et al., 2009; Munster 
et al., 2009; Mutze et al., 2010; Nadmar et al., 2010; Poljakova et al., 2011; Shoji et al., 2012; 




3. CÍLE PRÁCE 
 
Tato práce je zaměřena na studium účinku kyseliny valproové na neuroblastomové 
buněčné linie in vitro. Jejím cílem je ověřit a specifikovat působení VPA za podmínek normoxie 
i hypoxie a přispět k objasnění mechanismu takto indukované buněčné smrti. Věnuje se rovněž 
možnostem využití VPA pro potenciaci účinku konvenční chemoterapie – DNA poškozujících 
preparátů – při léčbě nádorových onemocnění. Výsledky a jejich diskuse jsou podrobněji 





























4. MATERIÁL A METODIKA 
 
4.1 POUŽITÉ CHEMIKÁLIE 
 
Abcam (Velká Británie): protilátky: anti-BID (králičí monoklonální), anti-CYP1B1 (králičí 
polyklonální), anti-cytochrom b5 (králi.čí polyklonální), anti-COX-1 (myší monoklonální), 
anti- LPO (králičí polyklonální) 
AbD Serotec ( Velká Británie): anti-CYP3A4 protilátka (králičí polyklonální) 
Bio-Rad (USA): Nitrocellulose transfer membrane, standardy pro SDS-elektroforesu „Precision 
Plus Protein Prestained Standards“, odtučněné sušené mléko, protilátky: 
 anti-králičí HRP (polyklonální kozí), anti-myší HRP (polyklonální kozí) 
Cell Signaling (USA): anti- Bax protilátka (králičí polyklonální) 
EBEWE Pharma (Rakousko): cisplatina (CDDP, 0,5mg/ml) 
Fluka (Švýcarsko): akrylamid, dodecylsulfát sodný (SDS), 2-merkaptoethanol,  
N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS), methanol, ethylacetát 
GIBCOTM (Velká Británie): sodný fosfátový pufr s obsahem NaCl - izotonický roztok 
(Phosphate Buffer with Salt, PBS), trypsin 
Invitrogen (USA): TRIzol 
Millipore (USA): protilátky: anti-CYP 1A1 (králičí polyklonální), anti-Bcl2 (myší 
monoklonální), anti-GAPDH (myší monoklonální), anti-HIF-1α (myší monoklonální),  
anti-acetylované histony H3 a H4 (králičí polyklonální) 
PAA laboratories (Rakousko): Iscove's modified Dulbecco's medium (IMDM), fetální hovězí 
sérum, streptomycin/penicilin 
R&D Systems, Inc. (USA): Z-IETD-FMK (inhibitor kaspasy 8) 
Serva (Německo): N, N´- methylen-bis-akrylamid (BIS), Triton X-100,  
N,N,N´,N´-tetramethyl-ethylendiamin (TEMED), Coomassie Briliant Blue R-250 
Sigma Aldrich(USA): valproát sodný, trichostatin A, 5-bromo-4-chloro-3 indolylfosfát/nitro-
blue tetrazolium (BCIP/NBT), hydrogenuhličitan sodný, dimethylsulfoxid (DMSO), 
dodecylsulfát sodný (SDS), L-glutamin, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium 
bromide (MTT), 2-merkaptoethanol, standardy pro SDS-elektroforesu „Wide range“,  









4.2 KULTIVACE BUNĚČNÝCH LINIÍ 
 
4.2.1 BUNĚČNÉ LINIE 
 
Nádorové buněčné linie UKF-NB-3 a UKF-NB-4 jsou odvozeny z metastáz v kostní 
dřeni neuroblastomu vysokého rizika s MYCN amplifikací; původní mateřské linie a linie 
rezistentní na cisplatinu byly darem Prof. Jindřicha Činátla, DrSc. z J. W. Göethe Universitate 
Frankfurt am Main. Linie UKF-NB-4 rezistentní na ellipticin byla připravena RNDr. Jitkou 
Poljakovou, Ph.D. na pracovišti KDHO UK 2.LF Motol, Praha (Poljaková et al., 2009).         
IMR-32 – neuroblastomová linie vysokého rizika s MYCN amplifikací – zakoupena u LGC 
Promochem, Wesel, Německo. SK-N-AS – neuroblastomová linie odvozená z metastáz 
v kostní dřeni, normální diploidní MYCN status, zakoupena u Evropské kolekce buněčných 
kultur (ECACC, Velká Británie). Linie SK-N-AS rezistentní na cisplatinu byla připravena 
v naší laboratoři inkubací původní mateřské linie s postupně se zvyšující koncentrací cisplatiny 
(konečná koncentrace cisplatiny byla 1μg/ml media).  
 
4.2.2 KULTIVACE  
 
Buněčné kultury byly pěstovány v Iscove’s modified Dulbecco’s mediu (IMDM) 
doplněného 0,3% w/w hydrogenuhličitanem sodným, 4mM L-glutaminem, 10% fetálním 
hovězím sérem a 100 U/ml penicilinem a 100 μg/ml streptomycinem při 37 °C, 5% CO2 a 95% 
vlhkosti pro „normoxii“. Buňky v „hypoxii“ byly kultivovány za pomocí hypoxické komory 
(firma Billups-Rothenberg (USA)) v atmosféře obsahující 1% O2, 5% CO2, a 94% N2 při 37 °C. 
Buňky byly z povrchu kultivačních lahviček odstraňovány trypsinací po předchozím promytí 
PBS (pH 7,2) a resuspendovány obvykle v 10 ml media do 25 cm2 lahviček. Pasážování buněk 
probíhalo podle potřeby. 
 
4.2.3 VYSTAVENÍ BUNĚK ELLIPTICINU ZA ÚČELEM ANALÝZY DNA 
ADUKTŮ 
 
Přibližně 1 x 105 buněk/ml bylo inkubováno 24 hodin před přidáním ellipticinu 
v inkubátoru (Jouan TGO 150) při 37°C, 5% CO2 a 95% vlhkosti v 75 cm
2 kultivačních 
lahvičkách o celkovém objemu 20 ml IMDM media. Po 24 hodinách byl přidán ellipticin 
o výsledné koncentraci 0,01; 0,1; 1,0; 2,0; 5,0 a 10,0 μM (koncentrace organického 
rozpouštědla ≤1 obj. %) a buňky byly pěstovány jak za podmínek „hypoxie“, tak i „normoxie“. 
Pro sledování účinnosti kombinace ellipticinu s VPA nebo TSA byly buňky preinkubovány po 
dobu 24 hodin s VPA nebo TSA a poté byl přidán ellipticin. Po 48 hodinách byly buňky 
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mechanicky sejmuty z povrchu kultivačních lahviček, centrifugovány při 3000 rpm (Megafuge 
1.0R, Heraeus Instruments) 5 minut. Dále byly promyty 10 ml PBS a centrifugovány za 
stejných podmínek, pelety byly rozsuspendovány v 1 ml PBS a centrifugovány při 3000 rpm 
5 minut, pelety byly uchovávány při -20 °C. 
 
4.3 TESTOVÁNÍ VIABILITY BUNĚK 
 
Viabilita buněk byla testována pomocí 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 
difenyltetrazolium bromidového (MTT) testu, ve kterém živé buňky metabolizují žlutý MTT 
na modrý formazan. Do 1. sloupce 96 jamkové mikrotitrační destičky bylo pipetováno 100 μl 
IMDM media. Do 2. až 12. sloupce bylo pipetováno 50 μl media. Do 3. sloupce bylo přidáno 
50 μl media s určitou koncentrací histondeacatylasových inhibitorů a/nebo CDDP. Výsledná 
koncentrace DMSO v mediu nepřesáhla 0,02 %. Výsledná koncentrace histondeacatylasového 
inhibitoru a/nebo cytostatika ve třetím sloupci byla poloviční. Ředěním tzv. dvojkovou řadou 
byl histondeacatylasový inhibitor a/nebo CDDP pipetováno do všech dalších sloupců destičky. 
Dále bylo do 2. až 12. sloupce pipetováno 50 μl buněk o koncentraci přibližně 4 x 105/ml. 
Destička byla inkubována 72 hodin v inkubátoru (Jouan TGO 150) při 37 °C, 5% CO2 a 95% 
vlhkosti za podmínek „normoxie“, v „hypoxii“ byly buňky inkubovány v prostředí 1% O2, 5% 
CO2, a 94% N2. Poslední 4 hodiny byla destička inkubována s 50 μl MTT (2 mg/ml). Nakonec 
bylo přidáno 100 μl 50% (v/v) N,N-dimethylformamidu, 10% SDS, pH 4,7 bylo  upraveno 
kyselinou octovou. Po rozpuštění sraženiny formazanu byla absorbance měřena čtečkou 
mikrodestiček VERSA max (Molecular Device Inc., USA) při vlnové délce 570 nm 
a vyhodnocena softwarovým programem SOFT max PRO. Vynesením naměřených hodnot do 
grafu byly určeny IC50 pro daná cytostatika. 
 
4.4 ISOLACE DNA, 32P-POSTLABELING DNA ADUKTŮ A NÁSLEDNÁ HPLC 
ANALÝZA 
 
DNA byla isolována fenol-chloroformovou extrakcí (Frei et al., 2002; Poljaková et al., 
2009). Po hydrolyse dochází za použití P1 nukleasy k obohacení aduktů a následnému              
32P-postlabelingu. Adukty byly autoradiograficky detekovány a poté kvantifikovány (Frei et al, 







4.5 EXPRESE PROTEINŮ V BUNĚČNÝCH LINIÍCH 
 
Buňky, připravené různými postupy, byly mechanicky sejmuty z povrchu kultivačních 
lahviček, centrifugovány při 3000 rpm 5 minut, potom 2x promyty 10 ml PBS a centrifugovány 
za stejných podmínek. Pelety byly po promytí zamraženy a uchovávány při teplotě -80 °C. Pro 
stanovení acetylovaných histonů musely být buňky zpracovány odlišným způsobem – tzv. 
kyselou extrakcí podle instrukcí v návodu při užití protilátek proti acetylovaným histonům H3 
a H4. Po promytí PBS byla peleta resuspendována v lyzačním pufru (10mM HEPES, pH 7,9; 
1,5mM MgCl2; 10mM KCl; 0,5mM DTT; 1,5mM PMSF), poté byla přidána kyselina 
chlorovodíková do finální koncentrace 0,2 M. Po 30 minutové inkubaci na ledu byly vzorky 
centrifugovány při 11000 g, 4 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl dialyzován 2x po dobu 
1 hodiny proti 0,1M kyselině octové a 3x proti H2O po dobu 1 hodiny, 3 hodin a nakonec přes 
noc. 
Pro stanovení proteinů byly pelety rozsuspendovány v RIPA pufru (ve stejném objemu 
jako peleta), který obsahoval proteasový inhibitor (Complete, Roche). Po hodinové inkubaci na 
ledu byly vzorky centrifugovány po dobu 20 minut na 15000 g při 4 °C. V supernatantu byly 
stanoveny proteiny za použití DC protein assay (Bio-Rad) s hovězím sérovým albuminem jako 
standardem. Elektroforéza vzorků v potřebné koncentraci proteinů probíhala po smíchání se 
vzorkovým pufrem v přítomnosti SDS na polyakrylamidovém gelu při použití 10 % 
separačního (pro stanovení acetylace histonů byl použit 16 %) a 6 % zaostřovacího gelu. Pro 
elektroforézu byla použita aparatura Mini-PROTEAN® (Bio-Rad). Elektromigrace probíhala 
ve vertikálním uspořádání pH=8,8 a konstantním proudu 40 mA. Přenos proteinů na PVDF 
membránu (Millipore) probíhal za použití aparatury Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer 
Cell (Bio-Rad) při konstantním proudu 350 mA po dobu 80 minut. Membrána s přenesenými 
proteiny byla blokována v blokovacím roztoku (5% sušené mléko v PBS/Tween) po dobu 
1 hodiny. Inkubace se specifickou primární protilátkou probíhala přes noc při 4 °C za stálého 
míchání. Po promytí roztokem PBS/Tween (5 x 2 minuty) byla membrána vložena do roztoku 
sekundární protilátky (ředění 1:3000, kozí IgG proti králičí IgG - s navázanou peroxidasou, ev. 
kozí IgG proti myší IgG s navázanou peroxidasou, Bio-Rad). Po promytí byl komplex protilátky 
a antigenu vizualizován chemiluminiscenční detekcí dle instrukcí výrobce (Immun-Star HRP 
Substrate, Bio-Rad). Filmy (MEDIX XBU, Foma, ČR) byly skenovány a vyhodnoceny pomocí 






4.6  STANOVENÍ APOPTOSY 
 
4.6.1 STANOVENÍ APOPTOSY A VIABILITY BUNĚK POMOCÍ ZNAČENÍ 
ANNEXIN V/PROPIDIUM JODID 
 
Annexin V byl použit pro měření apoptosy a také viability buněk. Stanovení 
apoptotických buněk bylo prováděno za pomoci Annexin V-FITC Apoptosis Detection kitu 
podle instrukcí výrobce (Biovision, USA). Buňky byly promyty v PBS a resuspendovány 
v „binding“ pufru po inkubaci s různými látkami (VPA, TSA, cisplatina atd.) za normoxie 
a/nebo hypoxie. Buňky byly inkubovány po dobu 10 minut s annexinem V a propidium jodidem 
při laboratorní teplotě a poté analyzovány průtokovým cytometrem (FACSCalibur, BD, USA). 
Získaná data byla vyhodnocena pomocí metody popsané Bossy-Wetzelem (Bossy-Wetzel 
a Green, 2000). 
 
4.6.2 STANOVENÍ APOPTOSY METODOU TUNEL 
 
ApoDirect DNA Fragmentation Assay kit (Biovision, USA) byl použit pro měření 
apoptosy dle instrukcí výrobce. Buňky byly fixovány 1% paraformaldehydem a poté 
inkubovány s terminální deoxynucleotidyltransferasou a FITC-dUTP 60 minut př 37 °C 
a „obarveny“ propidium jodidem. Buňky byly poté analyzovány průtokovou cytometrií 
(FACSCalibur, BD, USA).  
 
4.7  ANALÝZA BUNĚČNÉHO CYKLU 
 
Pro analýzu buněčného cyklu byly buňky, ošetřené různými způsoby, trypsinovány 
a fixovány 70% ledovým ethanolem, promyty v PBS a resuspendovány v 1 ml PBS obsahujícím 
1mg/ml RNAsy a 50 mg/ml propidium jodidu. Inkubace probíhala ve tmě po dobu 30 minut při 
laboratorní teplotě a analýza byla provedena průtokovou cytometrií na přístroji FACSCalibur 
(BD, USA) a zastoupení jednotlivých fází buněčného cyklu bylo stanoveno za využití softwaru 
ModFit LT (Verity Software House). 
 
4.8 STANOVENÍ AKTIVITY KASPAS 
 
Aktivita kaspasy 8 byla stanovena za použití Caspase-8 assay kit (Biovision) podle 
návodu výrobce. Vzorky byly připraveny shodným způsobem jako při stanovení exprese 
proteinů až po stanovení proteinů. Definované množství proteinu (200 μg) bylo přidáno do 
reakčního pufru, který obsahoval IETD-pNA kolorimetrický substrát, a inkubováno po dobu 
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2 hodin při 37 °C. Hydrolyzovaný p-nitroanilid (pNA) byl detekován pomocí VersaMax plate 
reader (Molecular Device Inc., USA) při vlnové délce 405 nm. 
 
4.9 REAL-TIME PCR 
 
RNA byla extrahována z buněčných linií za použití TRIzolu® (Invitrogen, USA). 
Kvalita izolované RNA byla ověřena elektroforézou na agarozovém gelu a kvantita RNA byla 
měřena pomocí BioMate 3 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA). 
Komplementární DNA byla syntetizována z 500 ng RNA použitím tzv. „random hexamerů“ 
a MultiScribe™ reverzní transkriptázy (Applied Biosystems, USA). RT-PCR byla provedena 
pro VEGF, anhydrázu kys. uhličité (CA-9) a β-2-mikroglobulin (B2M) za využití primerů 
a sondy připravených v Generi Biotech (ČR). B2M byl použit jako referenční gen. Relativní 
exprese a statistická významnost byly určeny za použití REST-MCS software 





5.1 PŮSOBENÍ KYSELINY VALPROOVÉ NA NEUROBLASTOMOVÉ LINIE 
 
5.1.1 VPA NAVOZUJE HYPERACETYLACI HISTONŮ A V HYPOXII OVLIVŇUJE 
AKTIVITU HIF-1 
 
Za jeden z hlavních mechanismů působení HDACi je považována acetylace histonů. 
Pro průkaz vlivu histondeacetylasových inhibitorů VPA a TSA na lidské neuroblastomové 
buněčné linie UKF-NB-3 a SK-N-AS byla použita metoda Western blot. Buňky byly 
inkubovány po dobu 24 hodin v normoxii  nebo hypoxii (<1 % O2). Při použitých 
koncentracích, tj. 100nM pro TSA a 1, 2 a 5mM pro VPA, byla acetylace histonů H3 a H4 
v porovnaní s kontrolou výrazně zvýšena. V hypoxii byl v porovnání s normoxií stupeň 
acetylace ještě vyšší a narůstal se zvyšující se koncentrací VPA, viz Obr. 11. 
 
 
Obrázek 11: Acetylace histonů po působení TSA a VPA po dobu 24 hodin v podmínkách 
normoxie nebo hypoxie u linií UKF-NB-3 a SK-N-AS. 
 
Změna acetylační a deacetylační aktivity v buňce ovlivňuje kromě uspořádání 
chromatinu prostřednictvím modifikace histonů i její další vlastnosti. Jedná se zejména 
o narušení adaptace buňky k prostředí s omezenou dostupností kyslíku. Mechanismem je 
snížení aktivity transkripčního faktoru HIF-1 zvýšeným odbouráváním podjednotky HIF-1α. 
Její koncentrace je za normoxických podmínek nízká a přísně regulována. V hypoxii ovšem 
narůstá již od okamžiku omezení dostupnosti kyslíku a v závislosti na typu buňky či použité 
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buněčné linii kulminuje přibližně po 4 hodinách nebo i dříve, Obr 12A. VPA množství HIF-1α 
v buňkách snižoval v normoxických i hypoxických podmínkách, viz Obr. 12B. 
 
Obrázek 12: Vliv hypoxie na hladinu HIF-1α u neuroblastomových buněčných linií v závislosti 
na trvání hypoxie (A). Ovlivnění hladiny HIF-1α po 4 hodinové inkubaci s 1mM VPA (B). 
 
K potvrzení snížené aktivity HIF-1 působením VPA a TSA na úrovni mRNA byla 
využita real-time PCR  cílových genů HIF-1: VEGF a karboanhydrasy 9, viz Obr. 13. Buňky 
UKF-NB-3 a SK-N-AS byly preinkubovány s 100nM TSA nebo 2mM VPA 24 hodin a poté 
umístěny do hypoxie na dobu 3 a 8 hodin. Exprese obou HIF-1 cílových genů po inkubaci 
s VPA významně poklesla u obou testovaných linií. U VEGF byla snížená zhruba dvojnásobně 




Obrázek 13: Vliv VPA a TSA  na množství mRNA HIF-1 cílových genů VEGF 




5.1.2 VPA ovlivňuje buněčný cyklus neuroblastomových buněk 
 
Ovlivnění buněčného cyklu VPA v normoxii i v hypoxii (1% O2) bylo hodnoceno 
průtokovou cytometrií u neuroblastomových linií UKF-NB-3, SK-N-AS a od nich odvozených 
rezistentních linií – UKF-NB-3(CDDP) a SK-N-AS(CDDP). Použité koncentrace VPA byly od 
1 do 10 mM a doba působení 24 a 48 hodin. Při nižších koncentracích VPA (do 2 mM) byl 
pozorován mírný nárůst počtu buněk ve fázi G0/G1 na úkor buněk v S fázi. Trend byl patrný 
zejména u 48 hodinové inkubace jak v normoxii, tak v hypoxii. S rostoucí koncentrací VPA se 
v normoxii i hypoxii u všech linií postupně zvyšoval počet buněk ve fázi G2/M až něko-




Obrázek 14: Vliv VPA, času a  koncentrace kyslíku na buněčný cyklus vybraných 
neuroblastomových linií. 
 
5.1.3 VPA NAVOZUJE APOPTOSU NEUROBLASTOMOVÝCH BUNĚK  
 
Efekt VPA na apoptosu neuroblastomových buněk byl zkoumán v závislosti na dávce, 
inkubační době a přístupu ke kyslíku (normoxie, hypoxie (<1 % O2)). Buňky byly kultivovány 
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24 hodin v normoxii, poté byl do média přidán VPA, a misky byly umístěny do hypoxické 
komůrky nebo kultivovány dále v normoxii. Použitá koncentrace VPA byla od 0,5 do 10 mM 
a doba působení 24 až 72 hodin. Apoptosa byla stanovena cytometricky pomocí značeného 
annexinu V a propidium jodidu, viz Obr. 15. Hypoxií indukovanou rezistenci k apoptose po 
působení VPA jsme nepozorovali. Počet apoptotických buněk v hypoxii byl naopak mírně vyšší 
než v normoxii, rozdíl ovšem nebyl statisticky významný. 
  
Obrázek 15: Vliv VPA na časnou apoptosu měřený jako počet An+/PI- buněk v závislosti na 
koncentraci VPA, čase a koncentrace kyslíku u neuroblastomových linií. 
 
Pro určení apoptotické dráhy spuštěné působením VPA byla měřena aktivita kaspasy 8, 
která se podílí na iniciaci apoptotického signálu vnější drahou. Inkubace v normoxii nebo 
hypoxii byla 48 hodin. U buněčných linií SK-N-AS a UKF-NB-3 VPA zvyšoval aktivitu 
kaspasy 8, viz Obr. 16, str. 67. Přidáním inhibitoru kaspasy 8 (Z-IETD-FMK) 15 minut před 
VPA se hodnoty aktivity vrátily téměř na úroveň kontrolních buněk. Pro ověření účinku 
zvýšené aktivity kaspasy 8 na viabilitu buněk byla cytometricky pomocí značeného annexinu 




Obrázek 16: Míra aktivity kaspasy 8 po inkubaci s VPA (2mM pro UKF-NB-3 a 5mM pro         
SK-N-AS) a s inhibitorem kaspasy 8 (Z-IETD-FMK)  po 48 hodinách v normoxii a hypoxii. 
 
Na množství apoptotických buněk po působení VPA u linií UKF-NB-3 a SK-N-AS 
neměl inhibitor kaspasy 8 vliv, viz Obr. 17. To naznačuje spíše usmrcení buněk vnitřní 
apoptotickou drahou. Její zapojení bylo potvrzeno štěpením proapoptotického proteinu Bid po 
inkubaci s VPA v přítomnosti inhibitoru kaspasy 8, na kterém se tak pravděpodobně podílí 
efektorové kaspasy (kaspasa 3) aktivované právě vnitřní drahou, viz Obr. 18, str. 68. 
 
 
Obrázek 17: Apoptosa u linií UKF-NB-3 a SK-N-AS po inkubaci s VPA a ihibitorem kaspasy 8. 
Buňky byly 15 min. preinkubovány s 2μM inhibitorem, po přidání VPA (5mM) byly inkubovány 






Obrázek 18: Exprese Bid po působení VPA a VPA s inhibitorem kaspasy 8 (I). Koncentrace 
VPA byla 5mM pro UKF-NB-3 a 10mM pro SK-N-AS. Doba inkubace: 48 a 72 hodin. 
 
Na regulaci signalizace vnitřní apoptotické dráhy se podílí řada proteinů, mezi které 
patří Bcl-2, Bcl-XL, Bid, Bax, Bak, Bad, Bim a další. Pomocí Western blotu byly sledovány 
změny v expresi Bcl-2, Bid, Bax u linií UKF-NB-3, UKF-NB-3(CDDP), SK-N-AS                   
a SK-N-AS(CDDP). Exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2 se při nižší koncentraci VPA 
neměnila a její změny – mírný nárůst nebo pokles – byly pozorovány až u koncentrace 5 mM. 
Změny hladin proapoptotických proteinů v závislosti na době inkubace byly detekovány již při 
nízkých hladinách VPA (od 0,5 mM) u linií UKF-NB-3(CDDP) a SK-N-AS(CDDP), kde byl 
pozorován pokles koncentrace Bid v normoxii, související zřejmě s jeho aktivací 
proteolytickým štěpením. Při vyšších koncentracích VPA byl tento účinek pozorován u všech 
linií a s výjimkou linie SK-N-AS(CDDP) byl v hypoxii výraznější než v normoxii. Hladina 
exprese Bax (21 kDa) byla rostoucí koncentrací VPA ovlivněna pouze mírně až při 5 mM. 
Alternativní varianta Bax (19 kDa) s vyšší afinitou k mitochondriální membráně byla 
detekována při vysokých koncentracích VPA (5 mM) v normoxii. V hypoxii již byla ovšem 
přítomna i při nižších koncentracích VPA a u linie UKF-NB-3 byla dokonce indukována 







Obrázek 19: Změny v hladinách vybraných antiapoptotických a proapoptotických proteinů           
u linií UKF-NB-3, SK-N-AS, UKF-NB-3(CDDP) a SK-N-AS(CDDP) v závislosti na koncentraci 




5.2 PŮSOBENÍ KOMBINACE KYSELINY VALPROOVÉ A VYBRANÝCH 
CYTOSTATIK NA NEUROBLASTOMOVÉ LINIE 
 
5.2.1 NEUROBLASTOMOVÉ LINIE JSOU CITLIVÉ NA VPA, CISPLATINU A 
JEJICH KOMBINACI V NORMOXII I HYPOXII 
 
Citlivost na VPA, cisplatinu a jejich kombinaci byla vyhodnocena u neuroblas-
tomových buněčných linií IMR-32, UKF-NB-3, UKF-NB-4 a SK-N-AS. Dále u linií 
rezistentních k cisplatině, které jsou odvozeny z mateřských linií, pěstovaných v médiu 
s postupně rostoucí koncentrací cisplatiny – UKF-NB-3(CDDP), UKF-NB-4(CDDP)                   
a  SK-N-AS (CDDP). Ke stanovení byl využit MTT test po 72 hodinové inkubaci (viz kapitola 
Testování viability buněk, str. 58). Hodnoty koncentrace potřebné pro usmrcení poloviny buněk 
(IC50) jsou uvedeny v Tab. 6, str. 72. Účinnost kombinace VPA a cisplatiny byla u linie        
UKF-NB-3 ověřena průtokovou cytometrií využitím metody TUNEL, detekující pozdní fázi 
apoptosy na základě průkazu fragmentace DNA, viz Obr. 20. 
 
Obrázek 20: Účinek kombinace VPA a cisplatiny na linii UKF-NB-3 v normoxii a hypoxii 
vyjádřený detekcí % apoptotických (Tunel pozitivních) buněk. Koncentrace VPA a cisplatiny 
byly 1mM a 1 μM. Doba inkuace: 24 hodin. 
 
Testované linie byly na VPA, cisplatinu a jejich kombinaci citlivé. Hodnota IC50 pro 
VPA a cisplatinu se v normoxii pohybovala v závislosti na linii v rozmezí od 0,76 mM VPA 
u linie IMR-32 a 0,99 μM cisplatiny u UKF-NB-3, po 13,09 mM VPA u linie SK-N-AS a 13,92 
μM cisplatiny pro linii UKF-NB-4(CDDP). V hypoxii byly hodnoty IC50 podobně variabilní: 
pro VPA od 1,19 mM u IMR-32 po 10,45 mM u SK-N-AS, pro cisplatinu od 1,01 μM u linie 
UKF-NB-3 po 30,70 μM u UKF-NB-4(CDDP). Linie UKF-NB-3, SK-N-AS a zejména pak 
buňky s navozenou rezistencí k cisplatině byly k VPA v hypoxii v porovnání s mateřskými 
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liniemi významně citlivější. S rostoucím časem inkubace účinek VPA v normoxii i hypoxii 
přetrvával, jak ukazuje s časem klesající podíl živých (An-/PI-) buněk, viz Obr. 21. 
 
Obrázek 21: Viabilita stanovená průtokovou cytometrií jako počet An-/PI- buněk v závislosti na 
koncentraci VPA, čase a koncentraci kyslíku u vybraných neuroblastomových linií. 
 
Zjištěné hodnoty IC50 pro VPA u většiny z testovaných linií přesahovaly terapeuticky 
dosažitelné hladiny. Pro testování synergistického účinku cisplatiny a VPA byla proto zvolena 
klinicky relevantní koncentrace VPA 1 mM. Synergistický účinek kombinace 1 mM VPA 
s cisplatinou v porovnání se samotnou cisplatinou byl zjištěn pouze v některých případech - 
u linie UKF-NB-3 v noxmoxii a u linie UKF-NB-4(CDDP) v hypoxii. V ostatních případech 




Tabulka 6: Citlivost neuroblastomových linií k VPA (A), cisplatině (B) a jejich kombinaci (C). 
Data byla hodnocena oboustranným t-testem na hladině α=0,05. * Označuje statisticky 
významný rozdíl mezi normoxií a hypoxií, # rozdíl citlivosti na VPA mezi mateřskou linií a linií 
rezistentní k cisplatině a $ signifikantní rozdíl citlivosti na cisplatinu a VPA v kombinaci 
s cisplatinou (u všech pro p < 0,05). Ke stanovení IC50 byl použit MTT test. Doba inkubace: 
72 hodin. 
     A 
 IC50 VPA (mM) 
Buněčná linie Normoxie Hypoxie 
IMR-32* 0,76 ± 0,13 1,19 ± 0,13 
UKF-NB-3* 2,40 ± 0,16  1,85 ± 0,12 
UKF-NB-3 (CDDP)* 3,82 ± 0,12# 1,46 ± 0,06# 
UKF-NB-4* 2,77 ± 0,08 3,14 ± 0,09 
SK-N-AS* 13,09 ± 0,60 10,45 ± 0,87 
SK-N-AS (CDDP)* 6,29 ± 0,07# 1,71 ± 0,25# 
     
  B 
 IC50 CDDP (μM) 
 Buněčná linie Normoxie Hypoxie 
UKF-NB-3 0,99 ± 0,10 1,01 ± 0,15 
UKF-NB-3 (CDDP)* 7,67 ± 0,60 6,27 ± 0,61 
UKF-NB-4 6,27 ± 1,28 7,32 ± 1,58 
UKF-NB-4 (CDDP)*   13,92 ± 1,55  30,70 ± 2,58 
SK-N-AS*  3,71 ± 0,30 3,12 ± 0,07 
SK-N-AS (CDDP)*   11,68 ± 1,52  18,23 ± 1,91 
    
  C  
IC50  1 mM VPA + CDDP (μM) 
Buněčná linie Normoxie Hypoxie 
UKF-NB-3 0,52 ± 0,18$ 0,79 ± 0,04 
UKF-NB-3 (CDDP) 6,58 ± 0,67 6,66 ± 0,52 
UKF-NB-4* 4,87 ± 0,34 7,32 ± 0,62 






5.2.2 NEUROBLASTOMOVÉ LINIE JSOU CITLIVÉ K ELLIPTICINU A JEHO 
KOMBINACI S VPA I TSA 
 
Citlivost k ellipticinu a kombinaci VPA a ellipticin byla měřena u neuroblastomových 
linií IMR-32, UKF-NB-3, UKF-NB-4 a od ní odvozené UKF-NB-4(elli) rezistentní 
k ellipticinu, připravené z mateřské linie pěstováním v médiu s postupně rostoucí koncentrací 
ellipticinu. Ke stanovení byl využit MTT test. Doba inkubace byla 72 hodin (viz kapitola 
Testování viability buněk, str. 58). Hodnoty IC50 elipticinu jsou uvedeny v Tab. 7 A. Testované 
linie byly k ellipticinu a ke kombinaci VPA a ellipticin citlivé. Hodnota IC50 pro ellipticin se 
pohybovala v rozmezí od 0,27 μM u linie IMR-32 v normoxii po 1,57 μM u linie                      
UKF-NB-4(elli) v hypoxii. S výjimkou linie UKF-NB-3, kde byla IC50 stejná, způsobila 
hypoxie významný nárůst hodnot IC50, tj. zvýšenou rezistenci buněk k ellipticinu (Poljaková 
et al., 2008). 
Kombinace VPA a ellipticinu měla v normoxii v porovnání se samotným ellipticinem 
významně vyšší účinek, viz Tab. 7 B, str. 74. Příznivý efekt koreloval se zvýšenou hladinou 




Obrázek č. 22: Tvorba aduktů po působení ellipticinu po 24hod preinkubaci s VPA nebo TSA 





Tabulka 7: Citlivost neuroblastomových linií k ellipticinu (A) a ke kombinaci VPA a ellipticinu 
(B). Data byla hodnocena oboustranným t-testem na hladině α=0,05. * Označuje statisticky 
významný rozdíl mezi normoxií a hypoxií, # významný rozdíl citlivosti na ellipticin a ellipticin 
v kombinaci s VPA nebo TSA (u všech pro p < 0,05). K stanovení byl použit MTT test. Doba 
inkubace: 72 hodin. 







   B 
                                                      IC50 pro ellipticin za normoxie 
Kombinace    \    linie UKF-NB-3 UKF-NB-4 
bez VPA 0,440 ± 0,030 0,490 ± 0,035 
1mM VPA + ellipticin 0,199 ± 0,011
#
 0,389 ± 0,029
#
 
2mM VPA + ellipticin 0,047 ± 0,003
#
 0,252 ± 0,021
#
 
100nM TSA + ellipticin 0,303 ± 0,030
#




Hlavním mechanismem účinku ellipticinu je poškozování DNA kovalentní vazbou jeho 
aktivovaných forem. Pomocí chromatografie na tenké vrstvě s autoradiografickou detekcí byly 
nalezeny adukty ellipticinu s DNA u linií IMR-32, UKF-NB-3, UKF-NB-4 a UKF-NB-4(elli). 
Buňky byly inkubovány v normoxii nebo hypoxii s ellipticinem o koncentraci 1 a 10 μM po 
dobu 48 hodin. Ellipticin tvořil s DNA dva hlavní adukty vznikající interakcí DNA 
s aktivovanými formami – ellipticin-13-ylium a ellipticin-12-ylium. Zdrojem reaktivních forem 
je 13-hydroxyellipticin a 12-hydroxyelipticin, které v buňce vznikají metabolisací ellipticinu, 
viz Obr. 7, str. 27. Kromě hlavních aduktů jsou tvořeny další dva minoritní adukty. V porovnání 
s majoritními formami je jejich hladina několikanásobně nižší. Charakterizace/identifikace 
a stanovení relativní hladiny aduktů bylo provedeno pomocí 32P-postlabelingu. Hladina byla 
v normoxii u všech linií pro obě koncentrace ellipticinu stejná nebo vyšší než v hypoxii, viz 
Obr. 23. S výjimkou linie UKF-NB-3 korelovaly pro jednotlivé linie hladiny aduktů s hodnotou 
IC50 měřenou za různých podmínek u maternálních i odvozených linií (Stiborova et al., 2009). 
 IC50 ellipticin (μM) 
Buněčná linie Normoxie Hypoxie 
IMR-32* 0,27 ± 0,02 0,43 ± 0,02 
UKF-NB-3  0,44 ± 0,03  0,44 ± 0,03 
UKF-NB-4* 0,44 ± 0,03 0,77 ± 0,04 
UKF-NB-4(elli)* 1,17 ± 0,07 1,57 ± 0,08 
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Analýzou aduktů aktivovaného ellipticinu a DNA byl potvrzen synergistický účinek 
VPA i TSA a ellipticinu v normoxii zjištěný pomocí MTT testu (Poljakova et al., 2011). Hladina 
aduktů u linie UKF-NB-3 byla pro kombinaci  10μM ellipticin a 1 nebo 2mM VPA několika-
násobně vyšší v porovnání s účinkem samotného ellipticinu. U linie UKF-NB-4 byla hladina 
detekovaných aduktů u kombinace v porovnání se samotným ellipticinem slabě zvýšena, viz 
Obr. 22, str.73. 
 
Obrázek 23: Hladina aduktů DNA a ellipticinu u linií IMR-32, UKF-NB-3, UKF-NB-4       
a UKF-NB-4(elli) po 48h inkubaci s ellipticinem (1 μM a 10 μM) v normoxii a hypoxii.  
 
5.2.2.1 VPA i TSA v kombinaci s ellipticinem ovlivňují expresi enzymů podílejících se na 
jeho metabolisaci 
 
Na metabolisaci ellipticinu se podílí řada enzymů, zejména cytochromy rodiny P450 
a peroxidasy. Pomocí Western blotu byla stanovena exprese cytochromů P450 CYP1A1, 1B1, 
3A4 a cytochromu b5, laktoperoxidasy (LPO) a cyklooxygenasy-1 (COX-1) u neuro-
blastomových linií UKF-NB-3 a UKF-NB-4. VPA i TSA samostatně jsou schopny expresi 
cytochromů P450 ovlivnit (Hřebačková et al., 2009). Zde byl sledován vliv ellipticinu 
a kombinace VPA i TSA s ellipticinem na hladinu jednotlivých enzymů, viz Obr. 24. Hladina 
CYP1A1 byla u obou linií indukována již samotným ellipticinem. Tento efekt byl dále výrazně 
posílen VPA i TSA. Množství CYP3A4 bylo ovlivněno pouze ellipticinem, kde byl pozorován 
nárůst u obou linií. Kombinace ellipticinu s HDACi expresi CYP3A4 v porovnání se 
samotným ellipticinem téměř neovlivnila s výjimkou linie UKF-NB-3, kde byl při kombinaci 
s VPA pozorován pokles exprese. Exprese cytochromu CYP1B1 byla ellipticinem negativně 
ovlivněna u obou linií. Kombinace s HDACi hladiny CYP1B1 dále snižovala. U linie            
UKF-NB-4 byla exprese úplně potlačena po kombinaci ellipticinu s VPA i TSA. Buňky       
UKF-NB-3 vykazovaly stejný efekt pro kombinaci ellipticinu a TSA. VPA s ellipticinem zde 
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hladinu CYP1B1 pouze snížili. Cytochrom b5, regulující aktivitu dalších cytochromů 
(Schenkmann, Jansson, 2003; Stiborova et al. 2006), byl indukován ellipticinem o vyšší 
koncentraci (10 μM) pouze u linie UKF-NB-3, kombinace ellipticinu a HDACi nevedla 
k dalším změnám. Hladina studovaných peroxidas metabolisujících ellipticin byla jak 
ellipticinem, tak jeho kombinací s HDACi snížena a u vyšších koncentrací VPA i TSA již 




Obrázek 24: Western blotová analýza působení ellipticinu a jeho kombinace s VPA nebo TSA 
na expresi CYP1A1, CYP1B1, CYP3A4, cytochromu b5, LPO a COX-1. Exprese glyceraldehyd 






6.1 ÚČINEK KYSELINY VALPROOVÉ A CISPLATINY NA NEUROBLASTO-
MOVÉ BUŇKY IN-VITRO 
 
Nádorové buňky mají expresní profil odlišný od normálních buněk. Jeho příčinou 
mohou být mimo jiné i epigenetické změny jako je acetylace histonů. Acetylační stav histonů, 
který je výsledkem rovnovážného stavu mezi aktivitou histondeacetylas a histonace-
tyltranferas, ovlivňuje mnoho buněčných procesů. Kromě histonů jsou jejich substráty proteiny 
podílející se na remodelaci chromatinu, receptory a signální molekuly, enzymy, transkripční 
faktory a další, viz Tab. 3, str. 32. Výsledkem aberantní exprese histondeacetylas se současnými 
změnami v aktivitě histonacetyltranferas je potlačení exprese genů s antiproliferační aktivitou 
(Ropero a Esteller, 2007; Sharma et al., 2010) a ovlivnění řady procesů, které se podílejí na 
rozvoji onemocnění. 
Ověřili jsme, že VPA navozuje hyperacetylaci histonů u neuroblastomových linií 
v normoxii. Tento mechanismus se podílí na protinádorovém účinku VPA také v hypoxii, kde 
byla acetylace histonů ještě výraznější. Celkové ovlivnění genové exprese je tak v hypoxii 
pravděpodobně větší než v normoxii. Navozená remodelace chromatinu spojená s rozvolněním 
struktury DNA může jednak obnovit expresi tumor supresorových genů, které byly v důsledku 
nádorové transformace umlčeny, ale také umožnit efektivnější působení chemoterapeutik 
i radioterapie (Teufel et al., 2006; Catalano et al., 2007; Chen et al., 2007; Harikrishnan et al., 
2007; Munster et al., 2009; Cipro et al., 2012; Shoji et al., 2012; Xie et al., 2012). Naše 
experimenty dále potvrzují schopnost VPA zamezit adaptaci buněk na hypoxii. Přístup 
nádorových buněk ke kyslíku je nezbytný pro progresi nádorového onemocnění. Ve stavu 
hypoxie buňky svůj metabolismus adaptují na vzniklé podmínky. Klíčovým regulátorem těchto 
pochodů je transkripční faktor HIF-1. Jeho aktivace u solidních nádorů bývá spojena s horší 
prognózou a koreluje s vyšším stupněm malignity, rezistencí k chemoterapii i radioterapii 
a celkově horším výsledkům léčby (Shannon et al., 2003; Um et al., 2004; Cheng et al., 2013). 
U neuroblastomových linií jsme prokázali pokles hladiny HIF-1α po VPA, který jsme potvrdili 
také sledováním exprese vybraných cílových genů HIF-1 – VEGF a karboanhydrasy 9. Výrazný 
pokles exprese genů řízených aktivitou HIF-1, kam kromě uvedených patří řada dalších, viz 




Všechny testované neuroblastomové linie byly na VPA citlivé. IC50 valproátu se 
pohybovaly ve značném rozmezí v závislosti na buněčné linii, viz Tab. 6 A, str. 72. Buněčný 
cyklus neuroblastomových buněk byl VPA ovlivněn u všech testovaných linií po 24 i 48 
hodinové inkubaci v normoxii i hypoxii. S rostoucí koncentrací VPA jsme zaznamenali mírně 
zvýšený počet buněk ve fázi G0/G1, která u vyšších koncentrací přecházela do kumulace ve 
fázi G2/M. Zastavení buněčného cyklu ve fázi G0/G1 souvisí pravděpodobně s indukcí exprese 
genu pro p21 (WAF/CIP1), který inhibuje cyklin dependentní kinasy. Při dlouhodobé kultivaci 
buněk s HDACi je p21 navíc nutný k ireverzibilnímu zastavení buněčného cyklu a navození 
buněčné senescence (Richon et al., 2000; Romanov et al., 2010). Detailní mechanismus 
zastavení buněčného cyklu ve fázi G2/M není zatím zcela objasněn a je spojován s inhibicí 
HDAC3 (Wilson et al., 2006) a zvýšenou expresí regulátorů přechodu G2/M (Noh et al., 2009). 
Apoptosu neuroblastomových buněk jsme hodnotili průtokovou cytometrií vazbou 
AnexinuV a metodou TUNEL, kdy jsme potvrdili citlivost testovaných linií k VPA. U linie 
UKF-NB-3 byl počet apoptotických buněk v normoxii i hypoxii již od nižších koncentrací VPA, 
která byla  vztažená k IC50, velmi nízký. Tento jev je způsobený zvýšeným počtem buněk 
v pozdní apoptose (An+/PI+). Stanovením aktivity kaspasy 8, která je hlavním efektorovým 
enzymem zahajujícím vnější apoptotickou dráhu, a množství jejího substrátu, proapoptotického 
proteinu Bid, jsme testovali zapojení vnější apoptotické dráhy do působení VPA. Protein Bid 
je štěpením aktivován (forma t-Bid) a interakcí s dalšími proteiny – Bax a Bak – 
zprostředkovává uvolnění cytochromů z mezimembránového prostoru mitochondrií. Tyto 
výsledky naznačovaly při inkubaci buněk s VPA zapojení právě vnější apoptotické dráhy. 
Aktivita kaspasy 8 byla po přidání VPA zvýšená a tento jev byl zamezen použitím specifického 
inhibitoru, viz Obr. 16, str. 67. Množství proteinu Bid v buňkách po inkubaci s VPA klesalo, 
což potvrzuje jeho štěpení. U buněk kultivovaných v normoxii byl pokles patrný při vyšších 
koncentracích VPA (5mM). V hypoxii byl tento efekt značný již od nízkých koncentrací 
(0,5mM) a v případě linie UKF-NB-3(CDDP) byl indukován samotnou hypoxií. Stanovení 
počtu apoptotických buněk po inkubaci s VPA bez inhibitoru a s inhibitorem ovšem nepotvrdilo 
vnější apoptotickou dráhu jako hlavní cestu buněčné smrti navozené VPA, jelikož byl počet 
apoptotických (An+/PI-) buněk v obou případech stejný, viz Obr. 17, str. 67. Zapojení vnitřní 
cesty aktivace jsme ověřili pomocí western blotové analýzy proteinů Bcl-2 a Bax. Množství 
antiapoptotického proteinu Bcl-2 v buňkách se působením valproátu měnilo až u vyšších 
koncentrací VPA. V závislosti na buněčné linii jsme zaznamenali jeho pokles v normoxii 
i hypoxii (UKF-NB-3, UKF-NB-3(CDDP)), a nezměněné nebo mírně zvýšené množství        
u SK-N-AS a SK-N-AS(CDDP). Zvýšení koncentrace některé z variant proapototického 
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proteinu Bax (21 a 19 kDa) bylo pozorováno u všech linií v normoxii a hypoxii s výjimkou 
buněk SK-N-AS v normoxii. Zjistili jsme, že k největším změnám docházelo především 
u 19kDa varianty, která se v porovnání s 21kDa formou Bax vyznačuje vyšší afinitou 
k mitochondriální membráně a je při indukci apoptosy mnohem efektivnější (Cartron et al., 
2002; Westphal et al., 2011). Nárůst Bax (19kDa) jsme v závislosti na kultivačních podmínkách 
a buněčné linii pozorovali již při nižších koncentracích VPA (<5mM). Při 5 mM VPA byly 
změny detekovatelné u všech linií s výjimkou buněk SK-N-AS, která je k VPA nejméně citlivá, 
v normoxii i hypoxii. Tyto výsledky naznačují, že apoptosa neuroblastomových buněk 
způsobená VPA zřejmě probíhá především aktivací vnitřní dráhy. Na této aktivaci se podílí obě 
formy proapoptotického proteinu Bax, zejména pak jeho 19kDa varianta. Aktivací vnitřní 
apoptotické dráhy lze také vysvětlit pokles množství Bid v buňkách, jelikož je tento protein 
substrátem i pro kaspasu 3, která je aktivována až v pozdějších fázích po narušení 
mitochondriální membrány. Štěpením Bid je pak apoptotická signalizace dále zesílena. Za 
důležité považujeme především zjištění, že v hypoxii je účinek VPA stejný nebo často dokonce 
větší než v normoxii. 
Významným zjištěním je, že v hypoxických podmínkách byly buňky k VPA ve většině 
případů výrazně citlivější než v normoxii. Změny v citlivosti byly nejvíce patrné v hypoxii 
u buněk s navozenou rezistencí k cisplatině. Vysvětlení může souviset s narušením adaptace 
k hypoxii odbouráváním HIF-1α a tím, že buňky rezistentní k jednomu typu terapie mohou mít 
ostatní mechanismy rezistence oslabeny. Účinek VPA v normoxii i hypoxii navíc s rostoucím 
časem inkubace přetrvával, kdy jsme v závislosti na čase pozorovali pokles počtu intaktních 
(An-/PI-) buněk. Podání VPA by tak mohlo být indikováno zvláště u chemorezistentních 
recidiv. Značné rozdíly v efektu VPA mezi jednotlivými buněčnými liniemi souvisí patrně 
s rozdílnou expresí HDAC, dalších enzymů, s úrovní exprese proapoptotických a antiapop-
totických proteinů, indukcí ABC transportérů a stabilizací p53. 
Většina prací zabývajících se účinkem kombinace HDACi a dalších preparátů zkoumala 
efekt kombinace pouze v normoxických podmínkách. Vzhledem k častému výskytu 
hypoxických oblastí v solidních nádorech jsme testovali v normoxii a hypoxii kromě samotné 
VPA i účinek cisplatiny a jejich kombinace. Všechny testované linie byly k cisplatině citlivé. 
Hodnoty IC50 se v závislosti na buněčné linii podobně jako u VPA značně odlišovaly, viz 
Tab. 6 B, str. 72. Synergistický účinek VPA a cisplatiny jsme prokázali pouze v některých 
případech (linie UKF-NB-3 a UKF-NB-4(CDDP)), kdy v porovnání se samotnou cisplatinou 
postačovala k usmrcení stejného počtu buněk jenom poloviční koncentrace cisplatiny. 
U ostatních linií nebyl synergistický účinek buď vůbec pozorován, nebo rozdíl nebyl statisticky 
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významný. Potenciace efektu cisplatiny VPA je zřejmě způsobena hyperacetylací histonů 
spojené s rozvolněním chromatinové struktury. DNA je tak pro cisplatinu přístupnější a rozsah 
poškození větší. Na zvýšené efektivitě kombinace se dál může podílet i VPA samotným 
ovlivněním exprese proteinů podílejících se na opravě poškozené DNA, apoptotické 
signalizaci, stabilizaci p53 acetylací a dalšími mechanismy. To, že synergistický efekt nebyl 
pozorován ve všech případech, případně pouze za určitých podmínek kultivace nebo jenom 
u některé buněčné linie, naznačuje, že mechanismus potenciace nemusí být pouze jeden. 
Výsledný účinek tak závisí na použité buněčné linii, kultivačních podmínkách a zřejmě i na 
mechanismu rezistence k léčivu, které je v kombinaci použito. Důležité je také pořadí, ve 
kterém jsou terapeutika podávána (Groh et al., 2012). 
 
6.2 KYSELINA VALPROOVÁ A ELLIPTICIN A JEJICH ÚČINEK NA 
NEUROBLASTOMOVÉ BUŇKY IN-VITRO 
 
Všechny testované neuroblastomové linie byly k ellipticinu citlivé. Koncentrace IC50 se 
pohybovaly v rozmezí od 0,27 po 1,57 μM v závislosti na podmínkách a buněčné linii, viz 
Tab. 7 A, str. 74. S výjimkou linie UKF-NB-3 jsme v porovnání s normoxií u všech linií 
pozorovali nárůst hodnot IC50 v hypoxii. Zvýšená odolnost buněk v hypoxickém prostředí 
negativně korelovala s hladinou aduktů ellipticinu a DNA. Poškození DNA zprostředkované 
ellipticinem je tak zřejmě hlavním mechanismem jeho cytotoxického účinku (Poljaková et al., 
2007, 2009, 2011; Martinkova et al., 2009). Zvýšená rezistence vůči ellipticinu v hypoxii může 
souviset s pozměněným expresním profilem buněk, týkajícím se jak enzymů metabolisujících 
ellipticin, tak enzymů opravujících poškozenou DNA nebo i s dalšími hypoxií indukovanými 
změnami, například zpomalením buněčného cyklu.  
U linie UKF-NB-3 se s hypoxií citlivost k ellipticinu nezměnila. Jelikož korelace mezi 
hladinou DNA aduktů a IC50 měřenou u této linie i odvozených variant za různých podmínek 
nebyla prokázána, na buněčné smrti způsobené ellipticinem se zde zřejmě podílejí další 
mechanismy. U ellipticinu je to inhibice topoisomerasy II, interkalace do DNA nebo ovlivnění 
oxidativní fosforylace s narušením energetického metabolismu buňky (Schwaller et al., 1995; 
Stiborova et al., 2009). Nicméně zůstává otázkou, co způsobuje rozdílnou reakci různých typů 
neuroblastomových buněk na ellipticin. Roli zde hrají zřejmě genetické odchylky mezi 
jednotlivými buněčnými typy (Bedrnicek et al., 2005) a další odlišnosti.  
Účinek kombinace VPA i TSA s ellipticinem na neuroblastomové linie prokázal 
podpůrný účinek HDACi na cytotoxicitu ellipticinu. Na celkovém účinku kombinace se 
81 
 
HDACi podílejí kromě přímého cytotoxického účinku i ovlivněním exprese enzymů 
metabolisujících ellipticin (Hřebačková et al., 2009) a změnou struktury chromatinu a jeho 
zpřístupněním pro ellipticin. Prokázali jsme významně lepší účinek ellipticinu v kombinaci 
s VPA nebo TSA v normoxii. Účinnost ellipticinu v kombinaci s 1mM nebo 2mM VPA byla 
u sledovaných linií několikanásobně vyšší v porovnání se samotným ellipticinem. Nejvyšší 
účinek jsme pozorovali u linie UKF-NB-3, kde byl u kombinace VPA a ellipticinu zaznamenán 
pokles hodnoty IC50 až na desetinu hodnoty pro ellipticin. Zvýšená cytotoxicita byla 
doprovázena u linie UKF-NB-3 několikanásobně vyššími hladinami aduktů ellipticinu s DNA, 
viz Obr. 22, str. 73. Hladiny aduktů detekované u buněk UKF-NB-4 byly nižší a 2mM VPA 
tvorbu aduktů v porovnání s kontrolními buňkami dokonce omezil. Rozdíly v hladinách DNA 
aduktů, resp. v citlivosti obou linií mohou souviset s rozdílným buněčným genotypem 
i fenotypem – invazivní N-typ UKF-NB-3 byl ke kombinaci VPA a ellipticinu citlivější než 
méně agresivní linie S-typu UKF-NB-4. Na odlišné reakci těchto linií na testovanou kombinaci 
se podílí především rozdíly v expresi cytochromů P450 metabolisujících ellipticin a proteinů, 
které jejich aktivitu modulují. Význam zde může mít i odlišná exprese P-glykoproteinu, která 
je u linie UKF-NB-4 několikanásobně vyšší než u buněk UKF-NB-3. 
Analýzy ellipticin metabolisujících enzymů pomocí western blotu ukázaly, že množství 
aduktů DNA a ellipticinu závisí především na cytochromech P450 CYP1A1, CYP3A4 
a cytochromu b5. Roli zde hrají i změny v koncentraci CYP1B1, COX-1 a LPO. U linie         
UKF-NB-3 je indukce cytochromu b5 vyšší koncentrací ellipticinu (kombinace s VPA nebo 
TSA na expresi dodatečný vliv neměla) pravděpodobně klíčová pro tvorbu DNA aduktů. Tento 
protein ovlivňuje aktivitu jak cytotochromu CYP3A4, který katalyzuje proměnu ellipticinu na 
12-hydroxy a 13-hydroxy formy tvořící DNA adukty, tak cytochromu CYP1A1 podílejícího se 
především na detoxikaci ellipticinu ale částečně i na jeho aktivaci (Stiborova et al., 2004; 
2006B; 2011). Omezení detoxikační aktivity CYP1A1 a podpora tvorby cytotoxických forem 
ellipticinu jsou zprostředkovány právě cytochromem b5 (Kotrbova et al., 2011). U linie         
UKF-NB-4 není hladina cytochromu b5 ovlivněna, zatímco CYP1A1 je ellipticinem indukován 
a tento efekt je dále posílen VPA i TSA. Proto pravděpodobně u linie UKF-NB-4 převažuje 
detoxikační efekt nad přeměnou ellipticinu CYP1A1 na aktivované formy. V konečném 
důsledku vzniká menší množství DNA aduktů a účinek ellipticinu je nižší. Další z cytochromů 
P450 – CYP1B1, který se podílí na detoxikaci ellipticinu (Stiborova et al., 2004), byl ovlivněn 
u linie UKF-NB-3 i UKF-NB-4. Jeho pokles jsme pozorovali při inkubaci se samotným 
ellipticinem i u kombinace s VPA nebo TSA, které hladinu cytochromu CYP1B1 dále 
snižovaly. Nižší hladiny CYP1B1 se u obou linií mohou projevit poklesem detoxikační aktivity, 
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který je ovšem u linie UKF-NB-4 částečně kompenzován nárůstem CYP1A1. Aktivita 
peroxidas COX-1 a LPO podílejících se na aktivaci ellipticinu a tvorbě minoritních DNA 
aduktů s DNA, byla u linií UKF-NB-3 a UKF-NB-4 účinkem ellipticinu     a jeho kombinace 
s VPA nebo TSA výrazně snížena až úplně omezena. Tyto enzymy se tak zřejmě nepodílí na 






Navzdory pokroku v léčbě nádorů je vznik rezistence k terapii trvalým problémem. 
Protože v praxi nelze jejímu vzniku vždy zabránit, jsou vyvíjeny léčebné postupy usilující 
zejména o zvýšení efektivity terapie. Perspektivní skupinou látek s protinádorovými účinky, 
které jsou navíc schopny modulovat účinek chemoterapeutik i radioterapie, jsou inhibitory 
histondeacetylas, které patří do skupiny epigenetických chemoterapeutik. Působí 
prostřednictvím navození hyperacetylace histonů, ovlivnění stability řady proteinů, modulace 
transkripce a dalších mechanismů. Významné účinky vykazují zejména v prostředí s omezeným 
přístupem ke kyslíku, které je u solidních nádorů velmi časté. Ovlivnění adaptace nádorových 
buněk k hypoxii se děje prostřednictvím omezení funkce transkripčního faktoru HIF-1. Nejdéle 
klinicky používaným HDACi je kyselina valproová, používaná od konce šedesátých let 
minulého století jako antiepileptikum. 
V této práci jsme se ukázali, že VPA má na neuroblastomové buňky přímý cytotoxický 
účinek jak v normoxických, tak v hypoxických podmínkách. Apoptotický proces indukovaný 
VPA probíhá pravděpodobně aktivací vnitřní apoptotické dráhy na základě ovlivnění exprese 
proteinů Bcl-2 a zejména Bax. U Bax jsme pozorovali nárůst koncentrace 19kDa varianty 
vyznačující se vysokou proapoptotickou aktivitou, která může být pro zahájení apoptosy 
klíčová. Přínosem VPA v protinádorové terapii by mohl být zejména účinek v hypoxických 
podmínkách, při kterých jsme u většiny testovaných linií pozorovali jeho významné zvýšení 
v porovnání s normoxií. Největší rozdíly byly zjištěny u linií s navozenou rezistencí k cisplatině 
a VPA by tak mohl být indikován hlavně u chemorezistentních recidiv. 
Zvýšenou cytotoxicitu kombinace VPA a DNA poškozujících cytostatik jsme 
pozorovali jak u cisplatiny, tak u ellipticinu. Kombinace VPA s cisplatinou byla v porovnání se 
samotnou cisplatinou účinnější pouze v některých případech, pravděpodobně v závislosti na 
typu použité buněčné linie a podmínkách experimentu. U ellipticinu bylo použití kombinace 
s VPA v normoxii efektivnejší u všech testovaných linií. Zlepšení působení DNA poškozujících 
cytostatik pomocí VPA se děje kromě příspěvku přímého cytotoxického účinku pravděpodobně 
na základě hyperacetylace histonů a rozvolnění chromatinové struktury umožňující lepší 
přístup k DNA. VPA účinek ellipticinu posiluje i ovlivněním exprese cytochromů podílejících 
se na jeho metabolisaci a aktivaci. VPA se zdá nadějný pro použití v kombinaci s dalšími 
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